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Os fortes impactos positivos a macroeconomia incentivam o desenvolvimento do Setor
de petroleo e gés natural em muitos paises. Na economia Angolana nao ¢ diferente e ¢
com base em tal incentivo que Angola tornou-se um dos maiores produtores de petrdleo
bruto em 2009 dentre os paises de Africa. Embora as atividades do setor de petroleo e
gas sejam macroeconomicamente positivas, sdo por outro lado grandes geradoras de
poluicao e contribuintes da degradacao ambiental, consumindo grandes quantidades de
agua e de energia, produzindo grandes quantidades de despejos liquidos, liberando
diversos gases nocivos a atmosfera e produzindo residuos so6lidos de dificil tratamento
ou disposicdo final. Assim, ¢ crescente a preocupacdo com os impactos ambientais
decorrentes de atividades que geram volumes consideraveis de residuos soélidos, dentre
os quais se destacam os solos contaminados por hidrocarbonetos. As técnicas utilizadas
para a recuperacgao de tais solos baseiam-se em processos fisicos, quimicos, térmicos e
bioldgicos. Entre as opgdes biotecnologicas, o processo de Biorremediacdo em
biorreator de lama destaca-se por ser extremamente util em degradar compostos
altamente recalcitrantes embora, exija gastos adicionais com o transporte do material
contaminado, com a constru¢do de equipamentos para uma particular descontaminagao
e com mao-de-obra adicional e energia. Este trabalho teve como objetivo estudar a
alternativa de Biorremediacdo em escala de bancada de solo contaminado com 6leo cru
proveniente de Angola. Para tal foram empregadas metodologias de bioestimulacdo
através de umidificagdo, fertilizacdo e aeracdo, diluicdo do solo contaminado e de
bioaumento pela inser¢do de micro-organismos aerdbios provenientes da dgua do mar.
Para avaliar o desempenho do bioprocesso foram monitorados parametros relevantes,
tais como: pH, umidade, nitrogénio, fésforo, elementos quimicos (Sb, As, Ba, Be, Cd,
Pb, Cu, Cr, Fe, Mn, Hg, Ni, Ag, Se, V e Zn), hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP),
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos(HPA), bactérias aerdbias heterotroficas(BAE),
fungos hidrocarbonoclasticos e bactérias anaerdbias heterotroficas (BAN). Os
resultados obtidos em 90 dias de tratamento foram promissores considerando o tempo e
a concentracdo inicial dos contaminantes. O emprego do tratamento por
biorremediacdo, usando a técnica de diluicdo, foi eficiente para remoc¢do de
hidrocarbonetos no solo. O solo contaminado, na forma em que foi coletado, também
aqui denominado in natura, teve remo¢ao de 62% dos hidrocarbonetos totais de
petréleo (HTP) e adicionalmente houve remocdo de, aproximadamente, 16% na
concentragdo de todos os 16 HPA. Os teores de HTP e HPA presentes no solo apds o
tratamento estiveram abaixo dos limites de intervencao preconizados pela legislacao
Brasileira, uma das mais restritivas do mundo.
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The strong positive impacts on the macroeconomy encourage the development of oil
and natural gas in many countries. In the Angolan economy is not different and is based
on this incentive that Angola has become one of the largest producers of crude oil in
2009 among the countries of Africa. Although the activities of oil and gas are positive
macro-economically, on the other hand are large generators of pollution and
environmental degradation taxpayers, consuming large amounts of water and energy,
producing large quantities of liquid effluents, releasing various gases to the atmosphere
and difficult to produce solid waste treatment or disposal. Thus, there is growing
concern about the environmental impacts of activities that generate significant volumes
of solid waste, among which stand out soils contaminated with hydrocarbons. The
techniques used for the recovery of such soils are based on physical, chemical, thermal
and biological. Among the options Biotechnology, Bioremediation in the process of
sludge bioreactor stands out to be extremely useful to degrade highly recalcitrant
compounds though, requires additional expenses to transport the contaminated material,
with the construction of a particular equipment for decontamination and hand-additional
labor and energy. This work aimed to study the alternative of bioremediation in bench-
scale of soil contaminated with crude oil from Angola. For this purpose methods were
employed biostimulation through rehydration, fertilization and aeration, dilution of the
contaminated soil and bioaugmentation by inserting aerobic micro-organisms from the
sea water. To evaluate the performance of the relevant parameters were monitored
bioprocess, such as: pH, moisture, nitrogen, phosphorus, chemical elements (Sb, As, Ba,
Be, Cd, Pb, Cu, Cr, Fe, Mn, Hg, Ni, Ag, Se, V and Zn), total petroleum hydrocarbons
(THP ), polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), aerobic heterotrophic bacteria
(BAE), filamentous fungi and anaerobic heterotrophic bacteria (BAN). The results
obtained in 90 days of treatment were promising considering the time and initial
concentration of contaminants. The treatment used for bioremediation using the
technique bioaugmentation, was effective for removal of hydrocarbons in the soil. The
contaminated soil, so that was collected, also referred to here as fresh, had removed
62% of total hydrocarbon oil (HTP) and additionally there was removal of
approximately 16% in the concentration of all 16 PHAs. The levels of HTP in the soil
after treatment were below the limits of intervention recommended by Brazilian
legislation, one of the most restrictive in the world.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

1.1. Consideracoes Gerais

Quando se analisa o processo histdrico de evolucdo da humanidade constata-se
que o ser humano foi, e ¢ até hoje, um dos principais agentes de alteracdo dos ciclos
naturais. As conquistas da humanidade ao longo dos séculos, como, por exemplo, a
agricultura, domesticacdo de animais e sua utilizacdo nos processos produtivos e mais
recentemente, com a evolugdo cientifica e tecnolodgica a partir do século XIX,
principalmente a partir da revolucdo industrial, introduziram perturbagdes significativas
no equilibrio natural do planeta, alterando ecossistemas vitais a propria existéncia
humana (DIAMOND, 2006).

Hoje a civilizacao tal qual como conhecemos, vive em um contexto de expansao
demografica, econdmica e social, € em constante crescimento, no qual o petroleo ¢ uma
das principais fontes de energia utilizadas no mundo, devido a sua adaptabilidade, e
diversos usos: aquecimento, transporte, energia elétrica, insumos para a industria
petroquimica, entre outros. Sendo assim, atualmente ¢ extensa e fundamental a
importancia do petroleo na sociedade, pois além de ser uma das principais fontes de
energia utilizadas, seus derivados sdo matérias-primas para a manufatura de inimeros
bens de consumo (IWAMOTO & NASU, 2001; MARIANO, 2005; PANDEFF et al,
2008).

Os fortes impactos positivos a macroeconomia incentivam o desenvolvimento do
Setor de petroleo e gas natural em muitos paises. Na economia Angolana nao ¢
diferente: de acordo com a Agéncia Internacional de Energia - EIA, durante a ultima
década, Angola tornou-se um dos maiores produtores de petréleo bruto dentre os paises
de Africa, superando a Nigéria em 2009 por ter sofrido ataques na infra-estrutura

petrolifera no Delta do Niger (EIA, 2011). Uma publicagdo mais recente do Ministério
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das Financas da Republica de Angola (MINFIN) de 2008 reporta que o setor petrolifero,
em 2007 foi responsavel por 95,4% das exportagdes e 81% das receitas do Estado,

representando 55,8% do Produto Interno Bruto (PIB) do pais (Figura 1).
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Figura 1. Composicao Setorial do PIB em Angola no ano de 2007
Fonte: Ministério das Financas da Republica de Angola, 2008

Dados estatisticos publicados pelo Fundo Monetéario Internacional - FMI em
2010 reportam que os combustiveis continuam sendo uma das principais fontes de
exportacdo do pais, representando mais de 95% da receita de exportagdao e mais de 75%
da receita do governo. Uma publicacdo mais recente da EIA, do inglés, International
Energy Annual, apresentada na Figura 2, acrescenta que apenas 5% de toda a produgao
petrolifera ¢ consumida pelo pais. Apesar destes dados serem animadores por indicarem
um crescimento significativo na producdo de petrdleo, se contrapde ao baixo
crescimento do consumo de petroleo do pais, perfazendo um total de 5%, que indica o
baixo desenvolvimento social e econdmico, tipico de paises em desenvolvimento dos

continentes Africano e Sul Americano.
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Figura 2. Petroleo de Angola, Produ¢do e Consumo, 2000-2010
Fonte: EIA, 2011

Entretanto, o aumento da demanda de petroleo e seus derivados geraram ao
longo de décadas ndo apenas beneficios a qualidade de vida da populagdo mundial, mas,
também prejuizos ao meio ambiente, por isso serem as industrias de Petréleo
reconhecidas como grandes causadoras de impactos ambientais.

Do ponto de vista ambiental, as atividades do Setor de Petroleo e Gas (P & G)
sdo grandes geradoras de poluicdo, contribuintes da degradacdo ambiental. Ademais as
atividades de P & G consomem grandes quantidades de dgua e de energia, produzem
grandes quantidades de despejos liquidos, liberam diversos gases nocivos na atmosfera,
e produzem residuos sélidos de dificil tratamento ou disposi¢do final. Em decorréncia,
este setor pode ser considerado, em muitos casos, como um empreendimento de grande
impacto ao meio ambiente, pois tem potencial em todos os niveis: ar, dgua, solo e,

consequentemente, nos seres vivos que habitam ndo somente as dreas proximas aos
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empreendimentos, mas também em escala global (MOHAMED et al., 2006; SANTOS

et al., 2007; PANDEFF et al., 2008).

Desde 2009, varios vazamentos de petroleo tém sido reportados nas provincias

de Cabinda e do Zaire (zonas com maior exploracdo petrolifera em Angola), provocados
por rupturas nos dutos de transporte de Oleo, por razdes ainda ndo esclarecidas. Tais
vazamentos tém causado vdarios prejuizos econdmicos e ambientais. Figueiredo (2009)
reporta, por exemplo, que na localidade de Kifuma, municipio do Soyo, provincia do
Zaire, apOs ter havido uma ruptura em um duto de transporte de 6leo, o rio Nzombo
ficou totalmente poluido, impossibilitando o consumo de &4gua do local pelas
populacdes da regido e de areas vizinhas além de ter afetado igualmente uma grande
extensao de terra aravel.
Em Novembro de 2011, manchas de 6leo de origem ainda ndo determinada poluiram
uma vasta extensdo da costa maritima do municipio do Soyo, pondo em risco a
biodiversidade da regido e, consequentemente, prejudicando a sobrevivéncia da
populacdo, que vive essencialmente da atividade pesqueira (FIGUEIREDO, 2011).

A contaminagao de solos por compostos organicos, como petréleo, pode exigir a
utilizagdo de uma combinagdo de tecnologias fisicas, quimicas e biologicas para reduzir
a contaminag@o a um nivel seguro e aceitavel. Embora as primeiras sejam mais efetivas
que os métodos bioldgicos, apresentam uma série de desvantagens dentre as quais o fato
de serem caras, requerer alta demanda de energia e sdo agressivas ao meio ambiente
alem de exigirem um alto consumo de reagentes quimicos. Esta ¢ a razdo pela qual o
uso de alternativas biotecnoldgicas capazes de degradar compostos toxicos, conhecida
como Biorremedia¢do, tem se tornado uma ferramenta atrativa e acessivel para a
limpeza de ambientes poluidos IWAMOTO, NASU, 2001; MOLINA-BARAHONA et

al., 2004; KHAN et al., 2004; D’ ANNIBALE et al., 2006; HAMDI et al., 2007).
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Nas reportagens examinadas, ndo sdo descritas que tecnologias tém sido usadas
para a descontaminacdo dos locais poluidos, assim, estas consideragdes ambientais e
econdmicas justificam a elaboracdo deste trabalho de pesquisa, como uma contribui¢ado
e construgdo alternativa para reducdo de passivos ambientais, buscando evidenciar
como o processo de Biorremediacdo pode ser utilizado para recuperagdo de solos

contaminados por hidrocarbonetos de petréleo em Angola.

1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo Geral

e Estudar alternativas para a biorremediacdo, em escala de bancada, de solo

contaminado com 6leo cru provenientes de Angola.

1.2.2. Objetivos especificos

Caracterizar alguns aspectos fisico-quimicos, um solo Angolano que sofreu

contaminag¢ao com 6leo cru.

e Avaliar o efeito da Biorremediag@o na remocao de hidrocarbonetos alifaticos em
solo Angolano, impactado com 6leo cru.

e Estudar o potencial da técnica de dilui¢do do solo contaminado e bioestimulo

visando uma possivel aceleragao do processo de remog¢ao de hidrocarbonetos

policiclicos aromaticos em solo Angolano, impactado com o6leo cru.
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Capitulo 2. Revisao Bibliografica

2.1. Petrodleo: Origem e Composicio

Ao longo da histéria da Terra, grande quantidade de organismos animais e
vegetais foi, lentamente, se depositando no fundo dos lagos e mares. Pela agdo do calor
e da pressdo, provocada pelo seguido empilhamento das camadas geoldgicas, estes
depositos organicos foram transformados, face as reagdes termoquimicas, em petréleo
(6leo cru e gas). A utilizacdo mais intensa do petréleo comecou por volta de 1847,
quando um comerciante de Pittsbourg (Pensilvania, EUA) comegou a engarrafa-lo e
vendé-lo como lubrificante. Era proveniente de vazamentos naturais para ser utilizado
(CORREA, 2003 apud R1ZZO et. al., 2006). Cinco anos mais tarde (1852), um quimico
canadense descobriu que a destilacdo do petroleo produzia um liquido que podia ser
utilizado em lampadas, o querosene. No entanto, somente em agosto de 1859 foi
perfurado o primeiro pogo de petroleo em Titusville, Pensilvania (EUA). A partir dai o
petroleo passou a ser utilizado em larga escala, substituindo os combustiveis
disponiveis, principalmente o carvao, na industria, € os 6leos de ricino e de baleia, na
iluminagao.

Com a inveng¢do dos motores a explosao, no final do século XIX, comegou-se a
empregar as fracdes, até entdo, desprezadas do petréleo, e, dai em diante, as suas
aplicacdes se multiplicaram rapidamente. Ao final do século XIX, dez paises ja
extraiam petroleo de seus subsolos (PETROBRAS, 2005 apud R1ZZO et al., 2006).

O petroleo bruto possui em sua composi¢ao uma cadeia de hidrocarbonetos,
cujas fracoes leves formam os gases e as fragdes pesadas o 6leo cru. Por isto, o petréleo
¢ definido como uma mistura complexa de hidrocarbonetos sélidos, liquidos e gasosos

(CORREA, 2003 apud RIZZO et al., 2006).
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2.2. Alternativas de tratamento de residuos provenientes da industria de petroleo

Desde a etapa de exploragdo do petroleo até a comercializagdo de seus
derivados, varios tipos de impactos ambientais podem ser identificados. Estes impactos
vao desde as consequéncias dos estudos sismicos realizados na etapa de exploracao,
passando pela geracdo de residuos em estado solido ou liquido e emissdes atmosféricas
durante o processo de refino, até as consequéncias eventuais de vazamentos acidentais,
ocorridos em terra ou em mar, durante o transporte € o armazenamento dos produtos
(PANDEFF et al.,, 2008). A presenga de alguns contaminantes oriundos da industria do
petréleo no solo, dgua ou ar atmosférico pode causar sérios riscos a saude humana
devido a toxicidade, suas propriedades mutagénicas e carcinogénicas e também devido
ao acumulo na cadeia alimentar (CASTRO et al., 2005).

Por outro lado, ¢ importante referir que varios compostos aromaticos sao
recalcitrantes sob condi¢des normais devido as fortes ligacdes moleculares, persistindo
e permanecendo no ambiente por longos periodos. Devido a estes fatores, na industria
do petroleo e derivados ¢ crescente a preocupagdo com o0s impactos ambientais
decorrentes de atividades que geram volumes consideraveis de residuos sélidos, dentre
os quais se destacam os solos contaminados por hidrocarbonetos BUDAVARI (1996),
considerando tanto aspectos da via de contato dérmico direto quanto a possibilidade de
reducdo da drea cultivavel do planeta. Por isso, atualmente, esfor¢cos estdo sendo
envidados no desenvolvimento de novas alternativas de remediagdo de ambientes
contaminados por petroleo.

Os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA) representam um grupo grande
diversificado de moléculas organicas por terem uma ampla gama de propriedades,
diferengas quanto a massa molecular, configuragdo estrutural, solubilidade em agua,

nimero de anéis aromaticos, volatilidade, coeficientes de sor¢ao, e etc (HARAYAMA
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1997, KANALY et al, 2000; MALISZEWSKA KORDYBACH & SMRECZAK

2000;HARMSEN 2004).

Fontes antropogénicas, como a gasolina e o Oleo diesel, as queimas de
combustiveis, derrames de petrdleo, contribuem a matriz ambiental de HPAs e sua
distribui¢do ubiqua, na persisténcia ambiental e no efeito potencialmente deletério sobre
a saude humana, resultando num crescente interesse pela comunidade cientifica em
relagdo ao assunto (JUHASZ & NAIDU, 2000; KANALY et al, 2000;
MECKENSTOCK et al., 2004; JOHNSEN et al., 2005).

Foi a partir da década de 60 que as atencdes se voltaram para essa realidade e
varias técnicas de tratamento passaram a ser adotadas. Tais técnicas baseiam-se em
processos fisicos (lavagem, extragdo a vapor), quimicos (extragdo por solvente,
processos oxidativos avancados-POAs, desalogenagdo quimica, corregdes superficiais),
térmicos (dessor¢do térmica, incineragdo) e biologicos (landfarming, biopilhas,
biorreatores, etc.). Contudo, quando se pretende utilizar um determinado tipo de
tratamento, ¢ importante que se avalie as peculiaridades de cada residuo e quais os

custos envolvidos (URURAHY 1998 apud RIZZO et al., 2006; RIZZO et al., 2008).

A Tabela 1 mostra que os processos biologicos, quando comparados aos
processos fisicos, quimicos e térmicos s30 menos ONerosos € menos agressivos ao meio
ambiente. Uma justificativa para os menores custos ¢ que, em muitos casos, as
alternativas de biotratamento concentram seus esfor¢cos em otimizar simplesmente o

processo que ocorre de forma natural no solo.
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Tabela 1. Custo estimado de remediac¢do de solos para diferentes tipos de tratamento
Custo Estimado de remediacao

Tratamento

(U$) tonelada
Remocao para aterros Acima de 100
Processos Fisicos
Lavagem de solo 25-150
Lavagem fisico-quimica 50-175
Extracdo a vapor 75
Processos Quimicos
Extracdo por solvente 50-600

Desalogenacdo quimica 175-450
Corregdes superficiais 10-25

Tratamentos Térmicos

Dessor¢ao térmica 25-225
Incineragdo 50-1200
Tratamentos Bioldgicos
Landfarming 10-90
Bioventilagdo 15-75
Biorreator de lama 50-85
Biopilhas 15-35
Biorremediacao in-situ 175

Fonte: RIZZO et al, 2007 apud TRINDADE, 2002

Embora lance mao de mecanismos bioquimicos complexos para a metabolizacao
dos contaminantes, a Biorremediagdo ¢ o método mais simples de remediacdo de
grandes volumes de solo contaminado, quando comparado aos métodos quimicos,
térmicos e fisicos.

Assim, a implementagdo correta de micro-organismos ou metabdlitos
microbianos, minimiza ou elimina produtos toxicos e isso auxilia a aceitagdo da
Biorremediagdo como uma tecnologia ambientalmente correta (MAGZU &

CARBERRY, 1989; BRADFORD & KRISHNAMOORTHY, 1991; LEVIN &
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GEALT, 1993; HICKS & CAPLAN, 1993; CUTRIGHT & LEE, 1994; NORRIS et al.,

1994; MILLS, 1995; COOKSON, 1995). Além disso, ao contrario dos processos
fisicos, quimicos e térmicos, os tratamentos biologicos sdo considerados métodos
seguros, eficientes e de menores custos, a serem aplicados para a remediagdo de solos
contaminados por compostos organicos. Tais tratamentos se baseiam na capacidade
microbiana de degradar esses compostos, denominado biodegradacdo, que quando
aplicado como uma tecnologia de remedia¢do ambiental ¢ chamada de biorremediagao
(WATANABE, 2001; TRINDADE, 2002; D’ANNIBALE et al., 2006; SANTOS et al.,

2007).

3. Biorremediacao

A Dbiodegradabilidade do petréleo ¢ dependente da estrutura quimica e
influenciada também pelo estado fisico e pela toxicidade dos seus constituintes. O
aumento da cadeia do composto confere uma maior complexidade estrutural e,
consequentemente, uma diminuicdo do nimero de micro-organismos capazes de
degrada-lo (ATLAS, 1995).

A degradagdo pode ocorrer através do metabolismo de respiracdo aerdbia ou
anaerdbia. Assim a biodegradagdo completa ou mineralizagdo envolve a oxidagdo do
composto original para formar o didxido de carbono e 4gua, e desse modo ocorre a
produgdo de energia utilizada na sintese do material celular (biomassa). Cada passo na
rota de degradag¢do ¢ catalisado por uma enzima especifica existente no arsenal
metabolico da célula degradante (MAIER et al., 2009).

A Biorremediacdo ¢ uma tecnologia ecologicamente aceitavel para a remediacao
de solos contaminados, a qual utiliza o potencial metabdlico dos micro-organismos para

a retirada de compostos organicos, em especial, hidrocarbonetos de petréleo, que
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estejam presentes em ambientes poluidos, resultando na transformacdo destes
compostos em produtos menos toxicos, ou resultando na sua mineralizagdo
(WATANABE, 2001; MOLINA BARAHONA et al, 2004; NAKAGAWA ¢
ANDREA, 2006).

O Processo de Biorremediag@o tem sido definido de varias formas. A Agéncia de
Protegdo Ambiental Americana (USEPA), por exemplo, apresenta uma defini¢do mais
genérica em relagdo a biorremediagdo, definindo-a como sendo um processo de
tratamento que utiliza a ocorréncia natural de micro-organismos para degradar
substancias toxicamente perigosas transformando-as em outras menos ou ndo toxicas.
Neste trabalho de pesquisa optou-se por se trabalhar com a definicdo adotada pelo
Escritorio de Estudos Geologicos do Departamento do Interior do Governo Americano
(USGS), por ser uma definicdo mais especifica cuja definicdo original pertence a
American Heritage Dictionary of the American Language e, define a biorremediacdo
como sendo o uso de agentes bioldgicos tais como bactérias e plantas, para remover ou
neutralizar contaminantes, como poluentes do solo e da 4gua (CHAPELLE 2000 apud
SANTOS et al., 2007).

A Biorremediacdo pode ocorrer pela acdo de espécies microbianas autdctones,
aloctones ou pela sua combinagdo. Assim sendo, no tratamento de solos contaminados
por petroleo, os micro-organismos, sendo as bactérias as mais estudadas, utilizam os
hidrocarbonetos, principais constituintes do contaminante, como fonte de carbono e
energia alternativa para formagdo de biomassa. Esse metabolismo envolve a
transformag¢do dos hidrocarbonetos em unidades menores e, posteriormente, a
incorpora¢do como material celular (biotransformagdo) ou conversdo a géas carbonico
(mineralizagdo) resultando na redu¢@o da concentragdo de hidrocarbonetos de petrdleo.

Por ser uma técnica aplicada a diferentes tipos de ambientes, a biorremediacdao envolve

11



Biorremediacao de solo contaminado com dleo cru... Muteca, F.L.L.

diversas areas de conhecimento humano como a Microbiologia, Engenharia, Ecologia,
Geologia e Quimica (BOOPATHY, 2000; MARTINS et al., 2003).

Mesmo considerando as vantagens anteriormente citadas, sdo varios os fatores
que limitam a atividade microbiana durante o processo de Biorremediag¢do, como, por
exemplo: teor de nutrientes, concentragdo de oxigénio, temperatura, pH, teor de
umidade, concentracdo e composi¢do dos contaminantes, dentre outros. Desta forma, a
etapa de caracterizagdo do solo e ajuste dos pardmetros mencionados ¢ fundamental
para que a tecnologia de Biorremediagdo escolhida e o processo como um todo sejam
executados com éxito (BELSER, 1979; WOLIN, 1987, LOVLEY, 1991; MROZIK &

SEGET, 2009).

4. Tecnologias da Biorremediac¢io in situ
4.1. Bioventing ou Bioventila¢io

“Bioventing” € uma técnica recente e promissora, que se baseia no estimulo da
degradacao in situ de qualquer composto degradavel aerobicamente, através do
fornecimento de oxigénio aos micro-organismos presentes no solo e, normalmente,
consiste no uso de ar atmosférico para aumentar a atividade de micro-organismos
aerobios na remediacdo de areas contaminadas. Esta tecnologia tem sido usada no
tratamento de solos contaminados por hidrocarbonetos derivados do petréleo, solventes
ndo clorados, alguns pesticidas, conservantes de madeira, entre outros organicos.
Entretanto, a proximidade da superficie do nivel fredtico, a existéncia de zonas
saturadas, ou a baixa permeabilidade do solo reduzem a eficiéncia desta técnica. Esta
tecnologia ¢ vantajosa por ser um tratamento in situ e, também, por requerer pouca
quantidade de equipamentos. Solos com baixa permeabilidade, tais como os argilosos,

ndo se adaptam para a utilizagdo desta tecnologia, pois ndo se consegue suprimento de
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ar, rapido e adequado, para atender as necessidades de oxigénio para o metabolismo

microbiano (ALEXANDER, 1999).

4.2. Fitorremediacao

Dentre os processos bioldgicos, insere-se a fitorremediacdo, que envolve o
emprego de plantas como agentes despoluidores de solo ou dguas. Sua utilizagdo tem
sido avaliada, principalmente, em solos contaminados com metais pesados (ACICIOLY
& SIQUEIRA, 2000) além dos tratamentos em solos contaminados por petrdleo e seus
derivados e outros compostos organicos (ANDERSON & WALTON, 1995;
CUNNINGHAM et al., 1996; CORSEUIL & MORENO, 2001). Em geral, ¢ mais dificil
trabalhar com contaminantes organicos, em razdo da diversidade molecular, da
complexidade de andlise e das constantes transformagdes a que estdo sujeitos. Neste
contexto, os metais pesados sdo mais facilmente quantificados e raramente formam
metabolitos intermedidrios no solo, como ocorre na biodegradagdo dos contaminantes
organicos. Assim, as pesquisas com compostos organicos contaminantes de solo exigem
técnicas especializadas e de custo mais elevado do que as utilizadas no tratamento de
solos contaminados com metais pesados, envolvendo o uso de elementos marcados e
sofisticada instrumentagao analitica (PIRES et al., 2005).

Nos solos os principais mecanismos da fitorremediagdo sdo: a fitoextracao,
fitoestabilizagdo, fitovolatilizagdo e a fitodegradagao.

A fitoextracdo, também reconhecida como fitoacumulacdo, ¢ a absor¢do do
contaminante pelas raizes para o tronco e as folhas. A fitoestabiliza¢do, por sua vez, usa
plantas para limitar a mobilidade ou a biodisponibilidade dos contaminantes. Um outro
mecanismo de remoc¢ao dos contaminantes pela acdo de plantas ¢ a fitoevaporagdo, que

estd fundamentada no equilibrio de transferéncia de massas dos contaminantes,
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principalmente organicos e metaldides, das partes do vegetal para a atmosfera. A
fitodegradacdo ¢ a rota caracterizada capacidade dos vegetais em degradar os
contaminantes, que podem ser transformados em fonte de energia ao crescimento das

plantas (ANSELMO & JONES, 2005).

4.3. Atenuaciao Natural Monitorada

O processo de atenuagdo natural monitorada (ANM) ¢ baseado nos principios
naturais de degradacdo in sifu e resulta da interacdo de uma série de processos quimicos,
fisicos e bioldgicos. Em condi¢des favoraveis, a biodegradacdo dos contaminantes
ocorre sem interven¢do humana para reduzir a massa, toxicidade, mobilidade, volume
ou concentracdo desses contaminantes em solos ou aqiiferos. Essa tecnologia demanda,
normalmente, um tempo maior para atingir os valores estabelecidos pela lei ambiental
(NATIONAL RESEARCH COUNCIL, 2000).

Quando ndo ha risco que justifique a adocdo de tratamento para acelerar a
remediagdo da area, o melhor a fazer ¢ deixar a natureza se autodepurar, ou seja, optar
pela chamada Atenuacdo Natural Monitorada (NOBRE & NOBRE, 2003; FURTADO,
2006). A biodegradagao natural pode ser indicada para compostos organicos volateis
(VOCs), semivolateis (SVOCs) e combustiveis a base de hidrocarbonetos (U.S. EPA,
1995, apud BAPTISTA 2007). Algumas desvantagens desse tratamento sdo: a
caracterizacdo (avaliacdo das condigdes geoldgicas e geoquimicas) € 0 monitoramento
do local contaminado por um longo periodo, elevando, assim, os custos do tratamento;
os produtos finais podem ser mais toxicos que os contaminantes originais; pode haver a
migragdo do contaminante no solo antes da degradacdo causando, por exemplo, erosao,

volatilizacao e lixiviacdo (BAPTISTA, 2007).
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Em geral, o processo de ANM esta diretamente relacionado a cinco mecanismos:
a) biodegradacdo; b) transformacao quimica (hidrélise e desalogenacdo; c) estabilizagdo
dos contaminantes em, por exemplo, argila e materiais imidos que dificultam e
impedem a migracdo do contaminante; d) volatilizacdo, que embora seja um
componente de menor intensidade no processo de atenuacdo natural, permite a

transferéncia de compostos organicos volateis para a atmosfera; e) Dispersao.

5. Tecnologias da Biorremediacio ex situ
5.1. Landfarming

"Landfarming" ¢ uma tecnologia de remediagdao que consiste na aplicagdo do
residuo oleoso na superficie do solo, de modo a reduzir as concentragdes dos
constituintes de petroéleo por meio da biodegradagdo microbiana. O espalhamento do
material oleoso contaminante sobre o solo e a incorporagdo na camada aravel, também
denominada camada reativa, pode afetar, diretamente e de modo diferenciado, os micro-
organismos responsaveis pela biodegradagdo. A biodegradacdo microbiana, que € o
mecanismo primario de eliminacdo dos poluentes organicos do ambiente, compde a
base deste tratamento, sendo de grande importancia a manuten¢ao de uma comunidade
microbiana heterotrofica ativa, no entanto, sdo escassos os estudos relacionados a
atividade dos micro-organismos em areas de tratamento de residuo petroquimico por

"landfarming" (DE PAULA et al., 2006; SILVA, 2009).

5.2. Biopilhas

A Tecnologia de Biopilhas envolve a construcao de células ou pilhas de solo
contaminado de forma a estimular a atividade microbiana aerébia dentro da pilha
através de uma aeragdo eficiente. A atividade microbiana pode ser aumentada pela

adicdo de agua e nutrientes como fontes de nitrogénio e de fosforo. Os micro-
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organismos degradam os hidrocarbonetos adsorvidos nas particulas de solo, reduzindo,
assim, suas concentracdes. Tipicamente, as Biopilhas sdo construidas sobre uma base
impermeavel para reduzir a de migragdo dos lixiviados para o ambiente subsuperficial.
Uma malha de dutos perfurados instalados na base da pilha e conectados a um
compressor garante a perfeita aeracdo do conjunto. Em alguns casos, constroi-se um
sistema de coleta do lixiviado, principalmente, quando se utiliza um sistema de ajuste de
umidade. As pilhas sdo, geralmente, recobertas por plastico para evitar a liberagdo de
contaminantes para a atmosfera, bem como para protegé-la das intempéries.

A Biopilha necessita de espaco suficiente para o tratamento do solo contaminado
e, além disso, ao escavar o solo, pode-se liberar para o ambiente compostos organicos
volateis (VOCs) (PALA, 2002; SEABRA, 2005). Convém destacar que o emprego de
materiais organicos oriundos dos residuos solidos urbanos pode favorecer a degradacao
de hidrocarbonetos nas biopilhas, por aumentar a populagdo microbiana. No entanto, no
primeiro momento, pode ocorrer a degradagao preferencial de carboidratos ao invés de

hidrocarbonetos (SEMPLE et al., 2001).

5.3. Biorreatores

Biorreatores de varios tipos tém sido desenvolvidos principalmente para o
tratamento de efluentes liquidos, entretanto tais sistemas também estdo sendo usados
para residuos solidos (URURAHY, 1998). Os custos sdo mais altos do que os
tratamentos in situ, pois ha gastos adicionais com o transporte do material contaminado,
construcdo de equipamentos para uma particular descontamina¢do, mao-de-obra
adicional e energia. No entanto, também podem ser extremamente Uteis em degradar

compostos altamente recalcitrantes (RISER-ROBERT, 1998).
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Alem disso os biorreatores facilitam o controle do processo de biodegradagdo
dos poluentes no solo, facilitando a aclimatacdo da microbiota e seu desenvolvimento.
O emprego dos biorreatores vem surgindo como uma tecnologia vidvel e decisiva para
tratamento de solos contaminados com compostos organicos (URURAHY, 1998).
BAPTISTA et al. (2006), utilizaram reatores de leito fixo para tratamento de solo
argiloso contaminado com hidrocarbonetos de petroleo e verificaram uma remogao de
cerca de 45% de Hidrocarbonetos totais de petroleo (HTP) apds 45 dias de tratamento.

O reator de lama ¢ uma técnica que envolve o tratamento controlado do solo
escavado em reator biologico. O solo ¢ primeiramente processado de modo a separar
fisicamente os componentes de maiores dimensdes. Em seguida, adiciona-se agua até
um volume pré-determinado, e essa adicdo ¢ dependente da concentragdo dos
contaminantes, da velocidade da degradacgdo bioldgica e da natureza do solo. A fragdo
arenosa, ja limpa, ¢ retirada do sistema, restando a fracdo de finos e a 4gua de lavagem,
que serdao tratados biologicamente. O solo ¢ mantido em suspensdo no reator e
misturado com nutrientes e oxigénio e, se necessario ¢ feita a corre¢do de pH. Apds a
degradagdo completa procede-se a secagem das lamas (DE PAULA et al., 2006). Para
que este processo apresente a eficiéncia requerida, faz-se necessaria a adi¢do de
nutrientes, especialmente fontes de nitrogénio, fosforo e potdssio, pois o aumento da
concentragdo de carbono organico no solo aumenta a demanda de nutrientes pelos
micro-organismos (PAUDYN et. al., 2007).

Também podem ser feitas outras adequagdes no solo que incluem a adicao de
dgua para aumentar a umidade, e a adicdo de oxidos de célcio e/ou magnésio para
corrigir o pH. Em geral, ocorre maior degradacdo de hidrocarbonetos em solo de pH
neutro, pois as bactérias sdo reconhecidamente os principais agentes da biodegradagdo

(MPHEKGO & CLOETE, 2004).
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5.4. Compostagem

A técnica de compostagem ¢ uma variante do landfarming. Nesta tecnologia
ocorre a adicdo de um agente estruturante a fim de aumentar a sua permeabilidade, e
conseqiientemente promover maior taxa de transferéncia de oxigénio. Normalmente,
utilizam-se os seguintes materiais como agentes estruturantes: palha, pedacos de grama
e madeira, folhas, bagaco de cana e serragem. Devido a natureza organica destes
materiais, os agentes estruturantes atuam como fontes de carbono capazes de favorecer
o rapido estabelecimento de uma populagdo numerosa (RISER-ROBERT, 1998).
Porém, as vezes, a biodegradacdo do poluente ¢ prejudicada pela utilizacdo destes
agentes pelos micro-organismos lignoliticos levando a problemas de competicdo entre

as espécies microbianas (SEMPLE et al., 2001).

6. Fatores que influenciam a Biorremediacao

A efetividade da Biorremediagdo depende principalmente de algumas limitagdes
determinadas por fatores que sdo decorrentes em ambientes tanto frios quanto quentes.
Estes fatores segundo BOOPATHY (2000) podem ser técnicos ou ndo técnicos
dependentemente da influéncia direta ou indireta que possam exercer no processo de

Biorremediacao.

6.1. Fatores Técnicos que afetam a Biorremediac¢ao
6.1.1. Temperatura

A temperatura apresenta efeito particular na colonizacdo microbiana e,
consequentemente, na degradacdo de hidrocarbonetos residuais apds a evaporagdo de
agua e de fragdes mais leves de hidrocarbonetos. A temperatura ambiente influencia a
natureza fisica e quimica da composicdo do oOleo, a taxa de degradacdo de

hidrocarbonetos, ¢ a composicdo da comunidade microbiana, assim como a
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transferéncia de massa de substrato e/ou aceptores de elétrons na zona fria, em que ¢
crucial a adaptagdo microbiana e, logo, atua no processo de biorremediagdo. Zonas com
baixas temperaturas retardam a taxa de evaporacdo dos componentes volateis, e
portanto, atrasam a biodegrada¢do do oleo (ATLAS, 1981; OSTROUMOV &
SIEGERT, 1996; AISLABIE et. al., 2000).

A temperatura do solo pode afetar de forma significativa a taxa de degradacao.
A flutuacdo, e freqiiente variacdo de temperatura diferem de um local a outro e a
biodegrada¢ao resultante pode ser diversa.

ATLAS (1981) observou, por exemplo, que a degradagdo de hidrocarbonetos foi
mais rapida a 25°C do que a 5°C. BALKS et al. (2002) ,por outro lado, relatam que a
biodegradacdo de combustiveis pesados, por organismos autdctones do mar norte, foi
quatro vezes superior no verdo (18°C) do que no inverno (4°C). SIRON et al. (1995),
acrescentam que em ambiente artico/subartico, a biodegradacdo de hidrocarbonetos
diminui durante o inverno, estando a temperatura limiar para uma significativa
biodegradagdo de 6leo em torno de 0°C. E ainda importante acrescentar que, em
temperaturas mais elevadas pode ocorrer a inativa¢do de enzimas e/ou inviabilidade de
alguns micro-organismos, o que também limita o tratamento por biorremediagdo
(ATLAS, 1995).

Todavia, embora a atividade de biodegradacdo microbiana nido cesse em
temperaturas abaixo de zero, a temperatura 6tima para a biodegradacdo ¢ geralmente
entre 15-30°C para os processos aerobios e 25-35°C para os anaerobios. Deste modo, a
temperatura de solos das regides glaciares ndo ¢ favordvel. No entanto, a
biorremediacdo pode ser vantajosa em estagdes quentes, j& que 0s meses quentes
apresentam as melhores taxas de degradagdo (RAWE et. al.,1993; AISLABIE et. al.,

2006).
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6.1.2. Biodisponibilidade

A biodisponibilidade ¢ a tendéncia dos componentes individuais existentes no
6leo em serem capturados pelos micro-organismos. No que diz respeito a esses
organismos, as dificuldades relativas a biodisponibilidade s3o provenientes dos
obstaculos que existem na transferéncia de hidrocarbonetos para o interior das células
enzimaticas e nas limitagdes energéticas para manter a degradacdo (YANG et. al.,
2009). O acesso dos hidrocarbonetos ao sistema celular enzimatico constitui um
obstaculo porque a biodegradacdo de substincias quimicas depende do arsenal
enzimatico existente dentro das células bacterianas. Por outro lado, os micro-
organismos podem ser metabolicamente ativos apenas quando ocorre a transferéncia de
massa na membrana celular. Deste modo, quando a temperatura ambiente cai até o
ponto de congelamento, os canais i0nicos, responsaveis pela permeabilidade seletiva da
membrana, tende a fechar e o citoplasma sofre estresse criogénico. Ou seja, se a
temperatura continua caindo, as funcdes celulares diminuem, afetando o
desenvolvimento celular, e com o congelamento da matriz citoplasmatica, a célula para
de funcionar. O estresse que resulta no fechamento do canal de transporte das células ou
congelamento do citoplasma, ¢ muito comum em condi¢des extremas e pode restringir o
transporte de massa e limitar o acesso de nutrientes as células (FINEGOLD, 1996).

A solubilidade aquosa do poluente ¢ importante na biorremediacdo porque a
adsor¢do do solo ¢ diretamente proporcional ao coeficiente de particdo octanol-agua
(Kow) € inversamente proporcional a solubilidade aquosa. Quando um composto ¢
fortemente adsorvido no solo, a biodisponibilidade tende a diminuir, impedindo
consequentemente a biodegradagao.

O valor de logk,, ¢ um bom indicador geral para a solubilidade de um

contaminante em membranas biologicas, principalmente no que diz respeito aos lipidios
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de membrana. Contaminantes com logK,, entre 1 a 3.5 tendem a ter altas taxas de
biodegradacdo em condi¢des aerdbias e anaerdbias (BESSLER & GRAY, 2003). Por
outro lado a limitacdo da transferéncia de massa determina a taxa maxima de
biorremediacdo de contaminantes que possuem solubilidade muito baixa

(OSTROUMOV & SIEGERT, 1996).

6.1.3. Textura e Estrutura do Solo

A metabolizacdo e a biodegrada¢do de muitos poluentes podem ser limitadas
pela sor¢cdo dos compostos aos componentes do solo. Assim, se 0os compostos
encontram-se fortemente sorvidos, eles podem se apresentar indisponiveis aos micro-
organismos, limitando assim a sua biodegradacao (RIZZO et. al., 20006).

Deste modo, a textura e a estrutura do solo sdo pardmetros que influenciam na
biodisponibilidade do hidrocarboneto, visto que os solos que apresentam particulas
maiores resultam em maior porosidade viabilizando a dispersdo dos micro-organismos
no interior dos poros (RIBEIRO et. al, 2004). Além disso, a textura do solo
contaminado determina, em grande parte, a umidade 6tima requerida para a operacao de
biorreatores, variavel que se encontra intimamente relacionada ao grau de mistura e a

aglomeragcdao (WOO & PARK 1999 apud RIZZO et. al., 2006).

6.1.4. Limitacoes Metabolicas

As limitagdes metabolicas podem resultar da interacdo enzima-substrato ¢ da
energia necessaria para ativar o metabolismo. Se a enzima especifica existir, a taxa de
degradagdo pode, entretanto ser determinada por interagdes especificas do composto
com a enzima. No geral, as limitagdes enzimadticas resultam do reconhecimento do

substrato ¢ do impedimento estérico do substrato porque o reconhecimento e a
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aproximagao sdo requeridos na catalise enzimatica. Sendo assim, quanto mais extenso
for o tamanho do composto, maior serd o impedimento estérico, € maiores serdo as
dificuldades que existirdo na interacdo do substrato com o centro ativo da enzima
requerida no processo metabdlico (SCHWARZENBACH et al., 1993; BESSLER &
GRAY, 2003). Outro ponto a ser considerado, ¢ o fato de que os derivados substituidos
inibir atividade enzimatica, principalmente devido ao impedimento estérico da interagao
enzima-substrato (KROPP & FEDORAK, 1998). Essas reagdes requerem a ativacao de
energia produzida pelos micro-organismos, € o nivel de consumo dessa energia pode
servir como indicador do nivel de biorremediagdo. Logo, baixos niveis de adenosina
trifosfato (ATP) no local onde ocorreu vazamento com oOleo podem indicar
consideravelmente baixos niveis de biomassa microbiana ou baixa atividade microbiana

(SPARROW e SPARROW, 1988).

6.1.5. Oxigénio

O oxigénio ¢ usualmente utilizado como aceptor final de elétrons no
metabolismo aerébio e, a limitagdo de oxigénio ¢ uma das razdes cruciais para o
insucesso da biorremediagdo em regides glaciares.

A importancia do oxigénio surge da participacdo da oxigenase e do oxigénio
molecular envolvido na maioria das rotas de degradacdo dos hidrocarbonetos. Os
processos aerdbios geram maior potencial energético formado por unidade de substrato
e tendem a ocorrer consideravelmente mais rapidamente. A teoria sugere que a massa de
oxigénio necessaria para remediar a carga poluente ¢ de cerca de 0,3 g de oxigénio por
cada grama de 6leo oxidado (ATLAS, 1981).

A demanda de oxigénio ¢, entretanto uma limitagdo comum em zonas glaciares

devido a escassez de oxigénio posto que nessas regioes, a difusdo de oxigénio ¢ parcial
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ou completamente bloqueada. O transporte de oxigénio ¢ considerado uma etapa
limitante na taxa de biorremediacdo aerdbia. Quando o oxigénio ¢ mais rapidamente
consumido do que substituido por difusdo da atmosfera, o solo se torna um ambiente
anaerobio. Nestas circunstancias, a degradacdo aerdbica sera limitada, e a taxa de
transformagdo diminuird favorecendo aos organismos anaerobios a se tornarem
gradualmente populacdes dominantes. Portanto, técnicas de engenharia sdo
frequentemente utilizadas com a finalidade de melhorar a demanda de oxigénio dos
sistemas de tratamento tanto ex situ quanto in situ (RAWE et al., 1993; BRADDOCK et

al., 1997; ATLAS, 1981; BRESSLER & GRAY, 2003).

6.1.6. Aceptores alternados de elétrons

Os organismos aerobios utilizam oxigénio elementar como aceptor final de
elétrons. Os anaerdbios utilizam nitratos, sulfatos, CO,, e metais ferrosos como
aceptores finais de elétrons, e geralmente tém um unico mecanismo de rea¢do na
profundeza do subsolo, onde a rota anaerobia é susceptivel de ser meritoria para
degradar alguns compostos resistentes. Quando o oxigénio molecular estd ausente, o
oxigeénio derivado da dgua serve como um reagente, € uma s€rie alternativa de aceptores
de elétrons podem ser utilizados (ALLARD & NEILSON, 1997). Os aceptores de
elétrons sdo geralmente utilizados na seqiiéncia relatada pela energia formada por
unidade de carbono orgénico oxidado na seguinte ordem: O, NOs’, Mn2+, Fe’ ’ SO4% e
CO; (SPENCE et. al., 2005). A seqiiéncia de reagdes esperadas para ocorrer tem inicio
com a respiracdo aerdbia, seguida da desnitrificagdo, reducdo de manganés, redugdo
férrica, reducdo de sulfato, e finalmente metanogénese (SCHWAZENBACH et al.,

1993).
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6.1.7. Nutrientes

O estado dos nutrientes no solo causa um impacto direto na atividade microbiana
e na biodegradacdo. Um grupo de elementos nutrientes ou compostos organicos ¢
requerido como fonte de carbono ou doador/aceptor de elétrons. Alguns elementos sdo
importantes no processo de biorremediacdo como, nitrogénio e fosforo,
respectivamente, e baixas concentragcdes de alguns aminoécidos, vitaminas, ou outras
moléculas organicas, podendo ser adicionados ao processo para melhoria do potencial
de biodegradacio (HOMASSIN-LACROIX, 2000). Além disso, os vazamentos de
grandes quantidades de contaminante de petréleo tendem a resultar num réapido
esgotamento da disponibilidade de nitrogénio e fésforo inorganico. Nitrogénio e
fosforo, geralmente, se tornam fatores limitantes especialmente quando o contaminante
atua como fonte de carbono (ROLING & VAN VERSEVELD, 2002). Com base na
estequiometria de Redfield, quando os nutrientes ndo sdo limitantes, a razdo desejada de
C,N,PeK¢100:15:1:1 (FILLER et al., 2006).

Em alguns casos, para que haja a correcdo desses nutrientes essenciais ao
metabolismo microbiano, pode-se lancar mao do uso de fertilizantes, pois esses
possuem quantidades limitadas tanto de nitrogénio quanto de fosforo. No caso dos altos
niveis de nitrogénio, por exemplo, razoes de C/N menores que 20, pode haver inibi¢ao
da atividade microbiana do solo possivelmente devido a toxicidade nitrica

(THOMASSIN-LACROIX, 2000).

6.1.8. Toxicidade
Experimentos mostram que liquenes, musgos e plantas sofrem uma mortalidade
particularmente pesada pela toxicidade. O manto hidrofébico de 6leo, ao recobrir

liquenes, musgos e plantas, pode perturbar a captura de nutrientes. O vazamento de dleo
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¢ toxico para as aves, 0s peixes, 0s ovos, € as larvas, e pode ser transferido através dos
alimentos. Geralmente a toxicidade depende da composicdo do petrdleo e da
concentragdo. Produtos refinados de 6leo, por exemplo, sdo considerados mais toxicos
para plantas de cobertura do que os 6leos crus (JENKINS et al., 1978).

A toxicidade aguda frequentemente resulta de alcanos e compostos aromaticos
de baixo peso molecular, enquanto a toxicidade cronica parte dos HPAs. A toxicidade
também ¢ relacionada a temperatura ambiente e a conseqiliente intempérie dos
compostos volateis. Com o aumento da temperatura do ar, mais componentes toxicos
sdo perdidos por meio da intempérie. Quando o o6leo congela no ambiente, a
volatilizacdo dos alcanos com cadeias curtas ¢ reduzida, e a sua solubilidade em agua
aumenta. Adicionalmente, os hidrocarbonetos tém o potencial de aumentar a
hidrofobilidade do solo (BALKS et al., 2002).

Os micro-organismos sdo capazes de degradar um contaminante quando a sua
concentragdo estd abaixo da toxicidade limite, mas seu crescimento e disponibilidade
sdo restritos quando o contaminante estd acima da concentra¢do limite (BLESSER &
GRAY, 2003). Deste modo, se um ambiente contaminado ¢ quase letal aos micro-
organismos, a biodegrada¢do ndo pode ser implementada, e os métodos especiais de
engenharia precisam ser empregados para extrair e diluir a concentracdo inicial para a

posterior biodegradagao.

6.1.9. pH
O pH do solo tem agdo direta na atividade metabdlica da microbiota nele
existente, sendo funcdo da tolerancia de cada espécie microbiana. Segundo TSAI ef al.

(1992), em relacdo ao pH, os micro-organismos podem ser distinguidos como:
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« Indiferentes - crescem numa faixa ampla de valores de pH. E o caso de um
grande nimero de bactérias, que podem apresentar crescimento entre valores de pH 6 a
9. Para os fungos os valores variam entre 2,0 e 8,0;

* Neutr6filos - preferem pH préximo a neutralidade até ligeiramente alcalino.
Em geral, as cianobactérias e algumas diatomaceas preferem ambientes neutros ou
pouco alcalinos. J& a maioria dos actinomicetos ndo apresenta crescimento em valores
de pH inferiores a 5,5;

* Acidofilos - preferem ambientes com pH acido;

* Basofilos - ndo suportam valores de pH inferiores a 8,0.

Para a maioria dos micro-organismos envolvidos no processo de
biorremediacdo, a faixa de pH favoravel ao seu crescimento ¢ de 6,0 a 8,0, quando a
biodegradacdao tende a ser mais rapida (ATLAS, 1989; ALEXANDER, 1999). Em
ambientes de extrema acidez ou alcalinidade, a atividade microbiana decai. Isto
acontece porque independente do pH do meio externo, o pH citoplasmatico dos micro-
organismos precisa ser 7,0 e a manuteng@o deste valor, ou outro muito proximo a este,
se faz necessario, pois uma mudanga no estado de ionizacdo dos grupos quimicos do
sitio ativo ou a eliminacdo de interagdes idnicas alteram a conformacdo ativa e a
estabilidade das enzimas e, por conseqiiéncia, reduzem drasticamente sua atividade

(LEHNINGER, 1995).

6.1.10. Concentragio de Micro-organismos Degradadores de Hidrocarbonetos
O sucesso da biorremediacdo ¢ dependente da diversidade da populagdo
microbiana presente, mais especificamente da disponibilidade de micro-organismos

hidrocarbonoclasticos (PAUDYN et al., 2007), por existir uma relacdo direta entre a
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taxa de degradacao e o tamanho da populagdo, ja que quanto maior o numero de micro-
organismos capazes de degradar o composto, mais rapida serd a sua degradacdo. O
tamanho da populacdo microbiana ¢ maior na superficie do solo, visto que nesta regido
a temperatura, umidade, aeragcdo e energia sdo relativamente mais favoraveis para o

desenvolvimento dos micro-organismos (VIDALLI, 2001).

6.2. Fatores nao Técnicos que afetam a Biorremediacio
Sdo varios os fatores ndo técnicos que impedem o desenvolvimento da

tecnologia de biorremediacao e alguns destes fatores sdo a seguir discutidos.

6.2.1. Pesquisa e fatores técnicos

Embora exista um numero de contaminantes biodegradaveis, incluindo
hidrocarbonetos de petroleo, alcoois e solventes, varias substancias quimicas
amplamente aceitss como os Bifenilas Policloradas (PCBs), pesticidas, alcatrdo de
carvado, solventes clorados, e hidrocarbonetos aromaticos polinucleares, ndo sao
degradados prontamente. Apesar dos poucos recursos para pesquisa sobre as tecnologias
de biorremediacdo, ainda hé a necessidade de que mais trabalhos sejam desenvolvidos
nessa area com a finalidade de ndo s6 melhor entender como ocorre o processo de
biodegradacdo, como também desenvolver melhorias nas tecnologias ja existentes.

(BOOPATHY, 2000).

6.2.2. Recursos Humanos
Devido ao fato da biorremediagdo ser uma tecnologia relativamente pouco
estudada, existe uma auséncia de recursos humanos treinados nesta area. Um programa

de biorremediagdo bem sucedido requer uma multiddo de ferramentas disciplinares,

27



Biorremediacao de solo contaminado com dleo cru... Muteca, F.L.L.

integrando areas como microbiologia, engenharia, geologia, hidrogeologia, ciéncia de

solos e projetos de gerenciamento. (BOOPATHY, 2000).

6.2.3. Economicos e Legais

Ao contrario de outras industrias, a biorremedia¢do ndo resulta na geracdo de
produtos de valor agregado. Assim, o capital de risco investido em tecnologia tem sido
lento, e como consequéncia a atividade comercial em pesquisa e desenvolvimento tem
sido muito atrasada em relacdo a outros setores da industria. Assim, como a
biorremediacdo ¢ ainda considerada uma tecnologia nova, clientes e agéncias
reguladoras, muitas vezes examinam mais detalhadamente a biorremediacdo do que as

tecnologias convencionais (BOOPATHY, 2000).

7. Técnicas de Biorremediacao de solos contaminados com hidrocarbonetos de
petroleo

Existem basicamente duas técnicas de utilizacdo da biorremediacdo que podem
ser utilizadas isoladamente ou em conjunto, dependendo das caracteristicas do
contaminante e do solo que sdo o bioestimulo e o bioaumento.

O bioestimulo, também denominado de bioestimulagdo, visa aumentar 0os micro-
organismos autoctones e acelerar a taxa de biodegradacdo natural pela adequagdo das
quantidades de nutrientes e/ou melhorar a biodisponibilidade de contaminantes em
ambientes tanto quentes quanto frios. Se a ocorréncia correta, e natural dos micro-
organismos presentes estiverem em numero € tipo suficientes, os micro-organismos
podem quebrar os residuos de forma eficaz. A técnica mais utilizada ¢ a de adicionar
nutrientes inorganicos ou fertilizantes o6leofilicos, que supostamente tém um efeito

positivo para a descontaminagdo do petréleo (ALLARD & NEILSON, 1997). A
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bioestimulagdo ¢ popularmente confidvel para estimular a degradagdo da biomassa de
hidrocarbonetos e ainda influenciar a composicao relativa de comunidades microbianas.
Estudos foram realizados sobre a biodegradacio de petréleo no Artico frio
(PRITCHARD & COSTA, 1991) na Antartica (KERRY, 1993) e em clima quente e
umido na regido amazonica (SILVA, 2009). Todos os autores relatam um efeito
favoravel da adi¢ao de nutrientes quando a aeragdo foi fornecida.

Durante o tratamento de biorremediagdo, ¢ importante monitorar a
disponibilidade de nitrogénio e fosforo e a concentragdo de potéssio. No entanto, o grau
em que a disponibilidade de oxigénio e nitrogénio pode limitar a biodegradacdo e o
intervalo adequado para re-suprimento de oxigénio e nitrogénio sdo incertos. Também ¢
dificil saber a eficacia de fertilizantes para estimular a biodegradacdo do oleo, se os
dados de base sdo desconhecidos. Além disso, a propor¢do de C/N para fertilizar ¢
altamente dependente da situag@o real no solo contaminado. As razdes recomendadas de
C/N para biorremediacdo de hidrocarbonetos do solo variam grandemente e alcangam,
pelo menos, faixas que compreendem de 100:1 a 10:1 (ATLAS & BARTHA, 1992)
embora uma faixa de trabalho de uma relacdo C/N de 100:15 seja frequentemente usada
(MOSBECH, 2002).

Em relacdo ao bioaumento, a literatura reporta que o aumento na inoculacao de
bactérias degradadoras de hidrocarbonetos, em areas contaminadas com 6leo, tem sido
testado em alguns ambientes terrestres (MOLLER ef al, 1995;. MARGESIN &
SCHINNER, 1999). Normalmente, a inoculagdo tem sido feita para aumentar as
concentragdes de bactérias no inicio dos experimentos, com efeito marginal nas
concentragdes finais. No entanto, alguns estudos experimentais em solos alpinos frios e
cronicamente poluidos com o6leo esclarecem que o aumento com biodegradadores

adaptados ao frio ndo foi bem sucedida (MARGESIN & SCHINNER, 1997).
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“Bioventing” simulando o sistema frio de solo alpino mostrou diminuigdo
na utilizag¢do de hidrocarbonetos pelo indéculo no solo com aumento da degradagado pelos
micro-organismos autdctones do solo a medida que o tempo de incubacdo e a
temperatura foram aumentando (MARGESIN & SCHINNER, 1999). No entanto,
muitas vezes falhou na melhoria das taxas de degradacdo de hidrocarbonetos ou na
remogao de hidrocarbonetos totais (MOLLER et al., 1995; VOGEL, 1996; ALLARD &
NEILSON, 1997).

Geralmente, o método ¢ util apenas quando se pode de forma positiva melhorar a
biorremediacdo porque os micro-organismos introduzidos sao sujeitos a varios estresses
abidticos e bidticos. Os micro-organismos inoculados provavelmente serdo suplantados
pelos organismos autdctones, em alguns casos. Teoricamente, a biotecnologia moderna
pode ser usada para ajudar a aliviar essa repressao metabolica. No entanto, ndo ¢ claro
se isso levara a perturbacdo na composi¢do da comunidade e, portanto, ¢ necessario

avaliar a diversidade da popula¢do microbiana.
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CAPITULO 3. MATERIAIS E METODOS

3.1. O Solo

Para a realizagdo dos experimentos foi utilizado solo proveniente do norte de
Angola, na regido do Soyo, municipio da provincia do Zaire, em Angola. O clima da
regido ¢ tropical imido e a temperatura média anual varia entre 24 e 26 °C.

Foram coletadas dez amostras de solo contaminado com 6leo cru Angolano e
dez amostras de solo ndo contaminado em uma zona préoxima ao mar, perfazendo um
total de vinte amostras de solo Angolano. Cada amostra continha 500g de solo e foram
embaladas em sacos plasticos que foram identificados e inseridos em caixa térmica a
5°C para o transporte aéreo até o Rio de Janeiro, Brasil.

Por se tratar de solo, os processos de importacdo e exportagdo para os testes
foram autorizados pelos Ministérios da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
da Republica Federativa do Brasil, e pelo Ministério do Ambiente da Republica de
Angola.

ApOs os testes, as amostras foram autoclavadas a 121 °C por 30 minutos e, em

seguida, descartadas, por incineragao, pela UFRJ.

3.2. Testes de biorremediacao do solo

Todos os testes de biorremediacdo foram executados em recipientes plasticos,
com dimensdes de 20 cm de largura, 20 cm de comprimento e 8 cm de altura. Cada
recipiente contendo solo foi denominado como reator.

Antes da realizacdo dos experimentos, os solos foram peneirados para remogao
de particulas de maior tamanho, usando peneira de abertura regular de 1 mm, e

homogeneizados com auxilio de bastiao de vidro.
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E importante referir que ao longo de todos os testes, os solos foram agitados
diariamente permitindo uma maior aeragdo dos sistemas, por revolvimento, com auxilio
de bastdo de vidro.

Todos os testes foram realizados suplementando o solo com fertilizante
(10:10:10, da VITAPLAN, Brasil) a fim de se obter uma relagado inicial de C/N: 100/10

Todos os reatores foram enriquecidos com micro-organismos. A inoculacao foi
realizada no inicio dos experimentos e foram usados os micro-organismos cultivados
em condicdes aerdbias, obtidos a partir de 4gua da Baia de Guanabara, coletadas na
Praia do Galedo, na Ilha do Governador. O pré-indculo foi obtido inoculando de 1mL da
agua do mar em caldo nutriente, e incubado a 28°C por 48 horas. Para o bioaumento
foram inseridos, em cada reator, 15mL do inoculo recém preparado. Todos os testes de

biorremediacao foram conduzidos durante 90 dias.

3.2.1. Experimentos com solo contaminado “in natura”.

Este conjunto de experimentos teve o objetivo avaliar a viabilidade da
biorremediacdo do solo contaminado in natura, ou seja, nas condi¢cdes de contaminagao
em que ele foi amostrado em Angola. Em ambos os reatores, distribuiram-se 500g de
solo contaminado in natura. A Figura 3 apresenta os dois reatores utilizados para a

realizacdo dos testes.

Figura 3. Reatores utilizados para realizacao
do experimento com o solo contaminado com 6leo (in natura).
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3.2.2. Experimentos com varia¢io no teor inicial de 6leo cru
A Figura 4 apresenta os trés reatores utilizados para a realizacdo dos

experimentos com varia¢do no teor inicial de 6leo.

Figura 4. Recipientes de plastico utilizados para realizag@o dos
experimentos variando-se os teores do solo contaminado.

Este conjunto de experimentos teve como objetivo avaliar o efeito da
concentragdo do contaminante no sistema, uma das varidreis que influenciam a
biorremediacdo de solos (Del-Arco & de Franga, 2001). Em cada reator foi colocado
uma massa de 300g de solo ndo contaminado. Para variar a quantidade inicial de
hidrocarbonetos em cada reator, foram adicionados 30, 60 ou 120g de solo contaminado
equivalendo a um percentual mdssico de mistura solo contaminado e solo nao

contaminado de 9, 17 e 27%, respectivamente.

3.2.3. Monitoramento dos testes de biorremediacao
Para acompanhamento de todos os testes de biorremediacao, foi montado um
programa de monitoramento que envolveu a realizacdo de varios testes analiticos, a
seguir discriminados:
e pH em agua, em 0 e 90 dias de processo.
o Umidade, semanalmente.
e HTP, em 0 e 90 dias de processo.

e HPA, em 0 e 90 dias de processo.
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e Bactérias Aerdbias Heterotroficas (BAE), quinzenalmente.
e Bactérias Anaerobias Heterotroficas (BAN), quinzenalmente.

e Fungos Totais, quinzenalmente.

3.3. Analises Fisicas
A determinacdo das analises fisicas do solo, em relacdo a umidade do pH foram
feitas no Laboratério E-109, de Microbiologia Aplicada a Industria do Petroleo da

Universidade Federal do Rio de Janeiro.

3.3.1. Umidade

O ensaio da determina¢do da umidade do solo foi baseado na metodologia 1.3
utilizada pela EMPRAPA (1979). Para tal, amostras do solo foram transferidas para
becker de teflon com capacidade para 25 mL, de massa conhecido. Apds a pesagem
inicial, os sistemas foram levados para estufa (Tecnal TE-395) a 105°C por 24h.
Passado este periodo, os sistemas foram inseridos em dessecador com silica gel ativa e a
massa seca do solo foi determinada na mesma balanca. A umidade foi calculada como
peso constante da diferenca entre a massa umida e a massa seca e o resultado expresso

em percentual de acordo com a seguinte formula:

m,—m;,
U=| ————|x100
mi

Onde: U- umidade; m;- massa inicial da amostra, em gramas e my massa final da
amostra, em gramas, apos a secagem. O ensaio foi conduzido em triplicata e as

pesagens realizadas em balanga analitica (TDS FA2104N).
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3.3.2. Granulometria

A distribuicdo granulométrica do solo foi determinada em Laboratorio externo a
Universidade Federal do Rio de Janeiro. O ensaio foi executado seguindo-se os
procedimentos descritos por EMBRAPA (1997), que envolve o peneiramento do solo
para quantificacdo das fracdes de areia e de cascalho, como também testes de

sedimentacdo para estabelecimento da quantidade de argila e silte.

3.4. Analises Quimicas

Foram realizadas andlises quimicas para acompanhar o processo de tratamento
dos solos. Todas as analises foram feitas com base nas metodologias analiticas da
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (U. S. Environmental Protection
Agency — USEPA), por este ser um 6rgdo de referéncia internacional. O pH dos solos,
no entanto, seguiu a metodologia desenvolvida por EMBRAPA (1979), devido a sua

simplicidade de execucdo.

34.1.pH

Para determinagdo do pH do solo em agua, foram realizados ensaios baseados na
metodologia 2.1.1 utilizada pela EMPRAPA (1979). Em um becker com capacidade
para 50 mL, foram adicionados 10 g de solo e 25 mL de 4gua destilada.

A mistura foi homogeneizada durante 30 minutos com auxilio de agitador
magnético revestido de teflon. Apds o periodo de repouso, para separagdo das fases, o
decantado foi transferido para um becker com capacidade para 25 mL e o pH foi
determinado em potenciometro (Digimed DM-20), previamente ajustado com solugdes

tampao padronizadas de pH = 4,00 e pH = 7,00.

35



Biorremediacao de solo contaminado com dleo cru... Muteca, F.L.L.

3.4.2. Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPA)

Para determinagdo dos HPA foi utilizada a metodologia USEPA 8270D
(Semivolatile Organic Compounds by Gas Chromatography/Mass Spectrometry -
GC/MS). A cromatografia foi realizada em equipamento modelo Thermo Fnnigan —
Focus GC, equipado com coluna RTX-5MS (30 m x 0,25 mm) e acoplado a um
espectrometro de massa Themo Finnigan — Focus DSQ). Os extratos organicos foram
obtidos de acordo com o método USEPA 3550, que utiliza ultrassom, com
Diclorometano seco. A purga do solvente para a concentragdo foi feita com fluxo de
Nitrogénio. Foram analisados os seguintes compostos: Naftaleno, Acenaftileno,
Acenafteno, Fluoreno, Fenantreno, Antraceno, Fluoranteno, Pireno, Benzo[a]antraceno,
Criseno, Benzo[k]fluoranteno, Benzo[a]pireno, Indeno[1,2,3-cd]pireno,

Dibenzo[a,h]antraceno e Benzo[ghi]perileno.

3.4.3. Hidrocarbonetos Totais do Petrdoleo (HTP)

A quantificagio de HTP foi realizada pelo método USEPA 8015C
(Nonhalogenated organics using GC/FID). Os compostos alvos para anélise de HTP
compreendem n-alcanos na faixa de Cjp a Cj¢ incluindo pristano e fitano. A
cromatografia foi realizada em um equipamento Thermo Finnigan — Focus GC,
equipado com coluna RTX-5MS (30 m x 0,25 mm) e com detector de ionizagdo de
chama (FID). A integragao foi realizada para que os valores de HTP total considerassem
os resultados de HTP nas faixas de gasolina, querosene, diesel e 6leo combustivel,
assim como a mistura complexa nao resolvida (MCNR) no cromatograma.

Os extratos organicos foram obtidos de acordo com o método USEPA 3550, que
utiliza ultrassom, com Diclorometano seco. A purga do solvente para a concentragdo foi

feita com fluxo de Nitrogénio.
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3.4.4. Elementos Quimicos

As concentragdes dos elementos quimicos Antimonio, Arsénio, Bério, Berilio,
Céadmio, Chumbo, Cobre, Cromo, Ferro, Manganés, Niquel, Prata, Selénio, Vanadio e
Zinco foram determinadas por espectrometria por plasma indutivamente acoplado (ICP-
AES) de acordo com o método USEPA 6010C. O elemento quimico Mercurio foi
quantificado usando a técnica analitica de espectrometria de absor¢do atdmica (AAS)
com vapor frio, conforme método USEPA 7471B, ambas realizadas em Laboratério

externo a UFRJ.

3.5. Analises Biologicas
Foram realizadas analises microbiologicas dos micro-organismos através de
quantificagdes de Bactérias Aerobias Heterotroficas (BAE), Fungos Totais e Bactérias

Anaerobias Heterotroficas (BAN) que estdo descritas a seguir.

3.5.1. Bactérias Aerdobias Heterotroficas (BAE)

A avaliacdo da concentracao de BAE foi realizada através da técnica do Nuimero
Mais Provavel (NMP) (HARRISON JR., 1982). Para tal, uma amostra inicial de solo
(10g) foi adicionada a 100 mL de uma solugdo fisioldgica (0,9% NaCl), e colocada sob
agitacdo em mesa oscilatoria termostatizada (TECNAL, TE-420) a 150+1 RPM por 24
horas. Em seguida, a partir da suspensdo foram preparadas subdiluigdes em solucdo
fisiologica (0,9% NaCl), a fim de se obter fatores de diluicio 1/10 a 10/10® inoculadas
em 9 mL de caldo nutriente cuja composic¢ao ¢ apresentada na Tabela 2. Os tubos foram
incubados a 37x1°C durante 48 horas, e apds este periodo o crescimento foi
contabilizado pelo método do numero mais provavel (NMP) e os resultados expressos

em Cels.g” de solo seco.
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Tabela 2. Composi¢ao do meio Caldo Nutriente

Componentes g.L'1
Peptona de Carne 10,0
Extrato de Carne (MERCK, 1.03979) 3,0
K,HPO,4 (VETEC, cod. 135) 1,0
NaCl (VETEC, cdd. 466) 8,5

*pH=7,0; esterilizagdo a 0,5 atm por 20 min
Fonte: Silva, 2009

3.5.2. Fungos Totais
A quantificagdo de Fungos foi realizada pela técnica pour plate (APHA, 1992)
em meio de cultura Sabouraud cuja composi¢do ¢ apresentada na Tabela 3.

Tabela 3. Composi¢ao do meio Sabouraud

Componentes g.L'1
Peptona de Carne (VETEC, cdd. 5115) 10,0
Sacarose (VETEC, cod. 228) 3,0
Agar (VETEC, 006) 20,0
NaCl (VETEC, cdd. 466) 8,5

* pH = 6,0 ; Esteriliza¢ao a 110°C por 20 minutos
Fonte: Silva, 2009
Assim sendo, uma amostra inicial de solo (10 g) foi adicionada a 100 mL de
uma solucgdo fisioldgica (0,9% NaCl), e colocada sob agitacdo em mesa oscilatoria
termostatizada (TECNAL, TE-420) a 150+1 RPM por 24 horas. Em seguida, a partir da
suspensao foram preparadas dilui¢cdes em solucdo fisioldgica (0,9% NaCl) variando de
10" a 10® ¢ de cada diluicdo aliquotas de ImL foram transferidas para placas de Petri
adicionando-se em seguida 20 mL do meio de cultura Sabouraud cuja composi¢do ¢
apresentada na Tabela 4. As placas foram incubadas a 37°C durante 7 dias, e os

resultados expressos em UFC.g-' de solo seco.
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3.5.3. Bactérias Anaerobias Heterotroficas (BAN)

A contagem de Bactérias Anaerdbias Heterotroficas (BAN) foi realizada através
da técnica do Numero Mais Provavel (NMP) (HARRISON JR., 1982), ¢ os resultados
expressos em Cels.g” de solo seco. Para tanto, aliquotas de 1 mL da suspensdo (10 g de
solo/g de 4gua destilada) foram distribuidas em frascos do tipo penicilina com
capacidade para 10 mL contendo 9 mL de solugdo redutora cuja composicdo ¢
apresentada na Tabela 4, de modo a obter fatores de dilui¢io de 10™ a 10®. Em seguida,
uma aliquota de 1 mL de cada dilui¢do foi transferida para frascos do tipo penicilina
contendo 9 mL de meio de cultura Fluido ao Tioglicolato purgado com N, cuja
composicao ¢ apresentada na Tabela 5. Os frascos foram incubados por 15 dias a
37£1°C, e o crescimento avaliado visualmente pelo turvamento do meio.

Tabela 4. Composi¢ao da Solugdo Redutora

Componentes Teor
Acido ascérbico (MERCK, 1.00127.0100) 0,18 g.L"!
Tioglicolado de S6dio (MERCK, 1.08191) 0,124 gL
Resazurina (VETEC, cod. 1277) ** 4,0 mL.L"!
NaCl (VETEC, cod. 106) 8,5gL"

*pH = 7,0 ; Esterilizacao a 121°C por 15 minutos;
** Solucdo de Resazurina na concentracao de 0, 025% (p/v)
Fonte: Silva, 2009

Tabela 5. Composi¢ao do meio Fluido ao Tioglicolato

Componentes Teor
Glicose (MERCK, 8342) 50gL"
Peptona 4,0 g.L'1
Extrato de Levedura (MERCK, 1.03753) 1,0 gL
Resazurina (VETEC, céd. 1277) 4,0 mL.L"
NaCl (VETEC, cod. 106) 8,5gL"

* pH = 7,0 ; Esterilizacdo a 110°C por 20 minutos
Fonte: Silva, 2009
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CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizac¢ao do solo

As caracteristicas fisico-quimicas dos solos sdo fatores determinantes na
biodegradacao de hidrocarbonetos, uma vez que afetam diretamente a atividade
metabolica dos micro-organismos, pois estd intimamente relacionada com a
disponibilidade dos contaminantes. A Tabela 6 mostra os resultados da distribui¢do

granulométrica do solo coletado para remediacdo em laboratdrio.

Tabela 6. Caracterizacdo granulométrica do solo coletado

Parametro Resultados (%)
Argila 4,07
Silte 2,37
Areia muito fina 3,66
Areia media 30,1
Areia fina 459
Areia grossa 13,0

Areia muito grossa 0,707

Areia Total 933

Em ambientes onde a biodegradag@o ¢ o principal processo de diminui¢dao da
massa do contaminante, a granulometria do solo ¢ considerado um dos parametros
importantes no bioprocesso. NEDWELL & GRAY (1987) afirmam, por exemplo, que,
solos com teores de argila proximos a 12%, podem manter os micro-organismos e
substratos dentro do espaco dos poros, favorecendo a atividade enzimatica. Por outro
lado, solos com texturas muito finas ou porosidade muito alta, podem ndo veicular um
suprimento de dgua adequado, prejudicando a acdo dos micro-organismos (MOREIRA

& SIQUEIRA, 2006).
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No solo estudado, entretanto, ha a predominancia de particula de areia, com
predominancia de areia fina, de menor porosidade, uma vez que solos arenosos
apresentam poros com didmetro maior do que 1 um. Essa caracteristica desse tipo de
solo favorece a transferéncia de massa entre as fases solida, liquida e gasosa do solo
assim como os processos de transporte de matéria entre a atmosfera e o substrato sélido.
Estes fatores permitem aumento da: 1- disponibilidade de nutrientes, 2- dos aceptores de
eletros, especialmente, de oxigénio e, 3- da mistura entre micro-organismos e

hidrocarbonetos, favorecendo desta forma a biodegradacdo (MARIN et al., 2005).

A Tabela 7 apresenta os dados das concentragdes de metais no solo
contaminado.

Tabela 7. Metais detectados no solo contaminado

Contaminado
Parametro (mg.kg™)
Aluminio Total 88,8
Arsénio Total 10,4
Cadmio Total 107,8
Chumbo Total 107,6
Cobre Total 97,3
Cromo Total 102,9
Ferro Total 101,9
Manganés Total 103,2
Fosforo Total 104,0
Niquel Total 106,8
Prata Total 47.9
Selénio Total 9,87
Vanadio Total 101,3
Zinco Total 109,2
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Sabe-se que muitos metais pesados sdo tOXicos aos micro-organismos, no
entanto nas concentragdes observadas ndo se espera efeito inibitdrio aos micro-
organismos.

O solo em questdo apresenta altas concentracdes de Al, Fe e Mn, condizentes
com os resultados da anélise granulométrica ja que os filossilicatos sdo compostos ricos
em oxidos Al e Fe. Com base nos resultados analiticos da Tabela 7 pode-se ainda
verificar altas concentragdes de outros metais pesados, como por exemplo, Ni, Pb e Cd,
que podem estar relacionadas a composi¢ao de background do solo local ou mesmo a
contaminagdo com residuos ou efluentes industriais.

Considerando que os solos podem, sem a interferéncia humana, conter metais
pesados, o valor de background também ¢ conhecido como Valor Orientador de
Referéncia de Qualidade (VRQ). No Brasil, a necessidade de estabelecimento dos VRQ
para as investigagdes ambientais estd explicita na Resolugdo CONAMA N° 420, de 28
de dezembro de 2009. Em Angola, este tipo de legislacdo ndo existe, e por isso ndo
pode ser abordada neste trabalho.

O VRQ ¢ baseado na avaliacdo dos teores naturais dos metais pesados nos solos,
sem a influéncia de atividade humana. Para a definicdo do VRQ, a distribuicdo dos
dados de uma populagdo de amostras ¢ normalizada e, em geral, se excluem dados
andmalos da populacdo. Esta normalizacdo dos dados pode basear-se na exclusdo em
percentil (geralmente 90 e 95 percentil) e quartil superior (75 percentil) dos valores
observados (CETESB, 2005), sendo esta a sugestdo da Resolugdo CONAMA acima
mencionada.

Dado que os metais pesados podem estar presentes nos solos de varias maneiras,
por exemplo: forma idnica, hidratos e 6xidos; o conhecimento da dinamica de metais

nos solos possibilita a utilizacdo de praticas mitigadoras mais eficientes de forma a
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gerenciar a disponibilidade destes elementos quimicos a biota, e, por conseguinte, a sua
toxicidade. Para determinar as formas com que os metais estdo presentes no solo sdo
requeridas andlises mineralogicas e fisico-quimicas avancadas, e.g. especia¢do via ICP-
MS (do inglés Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry), que nao foram
executadas considerando os recursos disponiveis, a limitacdo de tempo e a
complexidade inerente a especiagdo. A especiacdo de um elemento quimico nos solos €
controlada pela atividade i6nica da solugdo, presenca e concentragdo de outros ions ou
outras moléculas com os quais formam complexos (Alleoni et al., 2005), potencial
redox e pH do solo.

Além dos metais listados na Tabela 7, foi feita também a determinagdo de
mercurio total (USEPA 7471B), um metaldide de reconhecida toxicidade a maioria dos
seres vivos. O teor de Nitrogénio também foi quantificado, dada a sua importancia
como macronutriente (OLIVEIRA, 2001). Os resultados das determinacdes de Hg e de
N nos solos estio listados na Tabela 8. De acordo com os resultados obtidos, o solo
estudado apresentou uma quantidade muito baixa de N e de Hg, que corrobora a
hipotese da alta concentragdo de metais pesados estar relacionada ao background local

ou contaminagao por RSI ou efluente industrial.

Tabela 8. Quantidades de Mercurio e Nitrogénio no solo contaminado

Parametro mg.kg'1
Mercurio Total 0,985
Nitrogénio 66,3

O baixo teor de N pode ser um fator limitante, especialmente quando o
contaminante atua como fonte de carbono (ROLING & VAN VERSEVELD, 2002),

como no caso de solos impactados com 6leo cru e derivados de petroleo.
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No solo ndo contaminado, os teores de HTP e de cada HPA estavam abaixo do

limite de quantificagdo, a saber, 40 mg.kg” ¢ 0,5 mg do HPA kg™, respectivamente.

O teor de HTP no solo contaminado amostrado em Angola foi de,
aproximadamente, 21.500 mgkg", sendo quantificada uma mistura complexa nio
resolvida (MCNR) no cromatograma (Figura 5), de aproximadamente 14.000 mg.kg'l.
Este ¢ um indicativo do intemperismo do 6leo no solo estudado. O afastamento da linha

de base do cromatograma corrobora a alegacao do intemperismo.

12000 1
5000

60007

Contagem (mV)

3000

i T T T T p T 1‘2 T

24

Tempo (minutos)

Figura 5. Cromatograma obtido do extrato do solo contaminado no inicio do
experimento (zero hora)

Sabe-se que as estruturas quimicas dos contaminantes influenciam diretamente a
biodegradagao destes compostos (DEL’ARCO, 1999; OLIVEIRA, 2001). Além disso,
também ¢ reportado na literatura que o intemperismo dos componentes do oOleo
incrementa a dificuldade da sua biodegradacdao. Trindade et al. (2005) definem
intemperismo como o resultado de processos biologicos, quimicos e fisicos que podem

afetar o tipo de hidrocarbonetos que permanecem no solo. Estes processos incrementam
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a absor¢do de contaminantes organicos hidrofobicos na matriz do solo, diminuindo a
taxa e a extensdo da biodegradacdo, por restarem, com o passar do tempo, 0s compostos
cuja biodegradacao ¢ menos favorecida.

A andlise da Figura 5 permite ainda verificar, a auséncia de picos em dupletes, e
que existe a predominancia de HTP na faixa do 6leo diesel, ou seja, HTP-DRO (Diesel
Range Organics, DRO = Cy a Cy), indicando se tratar de contaminagdo por 6leo cru
leve ou médio.

Na Tabela 9, estdo apresentados os teores dos 16 HPA prioritarios listados pelo
USEPA, no solo impactado do local. No solo ndo contaminado, todos os teores
apresentaram-se abaixo dos limites de quantificagao.

Com base na Tabela 9, ¢ possivel notar que o solo possui contaminacdo por
HPA, reconhecidos pela toxicidade e recalcitrancia (VASCONCELOS et al., 2011). Os
HPAs com maiores concentragdes sdo o Fenantreno e o Antraceno, em proporg¢des de,
aproximadamente 7:1 e 10:1, respectivamente, com relacdo aos demais HPA. O
fenantreno ¢ um HPA com trés anéis aromaticos condensados, com K., alto, 4,6, e por
estes motivos ¢ considerado um HPA de baixa massa molecular (VASCONCELOS et al
2011). A toxicidade dos HPA ¢ bastante reportada na literatura (VASCONCELOS et al
2011) e o Fenantreno ¢ considerado um composto mutagénico, cuja genotoxicidade ¢
limitada a alguns individuos (NETTO et al., 2000). O seu carater lipofilico permite que
este composto possa ser absorvido pela pele, além de ser absorvido por ingestao ou por
inalacdo, sendo rapidamente distribuido pelo organismo (NETTO et al., 2000). Quanto
ao Antraceno, os estudos de toxicidade ndo sdo suficientes para suportar a afirmacao de

carater mutagénico e carcinogénico.
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Tabela 9. Concentragdo dos 16 HPA prioritarios da USEPA no solo contaminado

Parametro HPA inicial (mg.kg'l)
Naftaleno <1035
Acenaftileno <1035
Acenafteno <1035
Fluoreno 1200,5
Fenantreno 69958.,0
Antraceno 102698,5
Fluoranteno <1035
Pireno 15072
Benzo(a)antraceno <1035
Criseno 18114,5
Benzo(b)fluoranteno <1035

Benzo(K)fluoranteno <1035

Benzo(a)pireno <1035
Indeno(1,2,3-cd)pireno <1035
Dibenzo(a,h)antraceno <1035

Benzo(g,h,i)perileno <1035

Considerando todo o conjunto de resultados até agora expostos, a
biorremediacdo do solo em estudo € um processo complexo e envolve compostos que
podem trazer danos a satde humana, justificando as diferentes abordagens para o

biotratamento propostas.

4.2. Biorremedicio do solo contaminado in natura
Durante os testes foi observada uma variagdo de temperatura ambiente entre
19°C e 21°C segundo o Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE, 2011), que se

encontra dentro da faixa considerada 6tima para biodegradacao de hidrocarbonetos.

46



Biorremediacao de solo contaminado com dleo cru... Muteca, F.L.L.

A umidade permaneceu entre 15,12 a 17,51%. Disponibilizar adequados
contetido de dgua aos solos compde uma das a¢des primordiais a biorremediacgdo, pois a
agua veicula nutrientes e micro-organismos, além de possibilitar a dispersdo dos
excretos celulares ao meio, favorecendo, dessa forma, a atividade da microbiota
(ALEXANDER, 1999).

Em 90 dias de processo, a remoc¢do do HTP foi de 62%, aproximadamente, que
pode ser considerado uma reducdo boa, maiores valores ndo foram alcancados
provavelmente devido a alta concentracdo dos contaminantes e toxicidade. A Figura 6
apresenta o cromatograma do extrato do solo ao final deste experimento.

A analise da Figura 6 permite evidenciar proeminente elevacio da linha de base
do cromatograma além de, ao se comparar com a Figura 5, se notar uma reducdo na
quantidade dos picos definidos, que demonstram a degradagcdo dos hidrocarbonetos
alifaticos do contaminante. Cabe destacar que a faixa de tempo onde a maior parte dos
picos eluem indica permanéncia de hidrocarbonetos na faixa do TPH-ORO (Oil Range
Organics,ORO = Cy a Cyy), ou seja, na faixa dos lubrificantes. Desta forma, fica clara a

remanescéncia de compostos de maior massa molecular.
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Figura 6. Cromatograma obtido do extrato do solo in natura no final do experimento de
biorremediacao
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A mistura complexa ndo resolvida (MCNR) passou a representar 1/3 do HTP
total do solo e, juntamente com a ausé€ncia de pristano e fitano, refor¢gam a hipotese de
biodegradagao.

A remocao dos 16 HPA monitorados foi de, aproximadamente 16%, assim pode-
se deduzir que houve remoc¢ao preferencial dos hidrocarbonetos alifaticos em relacdo
aos aromaticos, corroborando os resultados de Oliveira ¢ de Franga (2005) e de
Vasconcelos et al. (2011) que trabalharam com alternativas de bioestimulo na
degradacdo de hidrocarbonetos de petrdleo.

Para suportar as alegacdes de biodegradacao dos compostos organicos, foram
monitoradas as concentragdes de bactérias e fungos no solo, conforme Figura 7 a 9.

Pode-se verificar nas Figuras 7 ¢ 8 que a concentracdo de bactérias aerdbias e
anaerobias cresceu até o periodo de 45 dias, quando se identificou a maior concentragdo
de bactérias, permanecendo na faixa de 10'" Cels.g”, até 90 dias de processo. Assim,
dado o processo de revolvimento e aeragdo, juntamente com os resultados da
granulometria do solo, pode-se inferir que as bactérias quantificadas como anaerobias
podem ser, na realidade, facultativas, pois foram capazes de sobreviver nas condigdes

de aerobiose aplicadas.
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Figura 7. Evolucao Bactérias Aerdbias Heterotroficas Totais durante a Biorremediacao
do solo contaminado, in natura
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Figura 8. Evolucao Bactérias Anaerobias Heterotroficas Totais durante a
Biorremediacao do solo contaminado, in natura
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Figura 9. Evolucdo de Fungos Totais durante a Biorremediacao do solo
contaminado, in natura.

OLIVEIRA (2001) reporta que tanto bactérias aerdbias quanto as anaerdbias ou
as facultativas sdo capazes de degradar hidrocarbonetos. No entanto, o processo de
degradacao desta fonte de carbono difere para cada um destes grupos, sendo as
linhagens aerdbias mais ageis, dado o metabolismo que usa o oxigénio como aceptor
final de elétrons e a maior producdo de biomassa que, por ser descendente, esta mais

adaptada, e mais habil na biodegradagao que seus predecessores.
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Na Figura 9 ¢ possivel verificar que a concentracdo de fungos totais cresceu até
o periodo de 30 dias, quando se identificou a maior concentracdo de fungos,
permanecendo na faixa de 10" U.F.C.g™, até 90 dias de processo.

A Figura 10 revela o aspecto de preparagdes coradas pelo método de Gram de
uma suspensao do solo, num aumento de mil vezes. Pode-se visualizar a abundancia de
grupos microbianos no solo em estudo. Dentre tais grupos microbianos ¢ possivel
observar a presenca de bastonetes Gram-positivos predominantemente, indicando, mais
uma vez, que a remocdo pode ter sido majoritariamente executada por micro-

organismos.

Figura 10. Aspecto microscopico das células de micro-organismos crescidas durante os
experimentos (coloragdo pelo método de Gram; aumento 1000x)

Semelhante ao acontecido com as bactérias, a concentragao de fungos também

cresceu apos inicio dos testes. No entanto, alcangou-se o valor maximo em 30 dias de

processo, permanecendo na faixa de 10'? U.F.C.g™" até 90 dias de processo.
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A Figura 11 apresenta o aspecto macroscopico dos crescimentos dos Fungos
crescidos em Gelose Sabouraud em placas de Petri por tempo de tratamento de 60 dias.
As aliquotas de solos foram tomadas em 60 dias e pode-se observar a abundéancia de
fungos e de esporos de cor marrom. Fungos compreendem uma classe de micro-
organismos bastante importante na biodegradacdo de compostos recalcitrantes

(SUTHERLAND, 1992).

Figura 11. Aspecto macroscopico dos crescimentos dos Fungos crescidos em Gelose

Sabouraud, a partir dos experimentos com 60 dias de processo.

MPHEKGO & CLOETE (2004) reportam que a populacao e a diversidade da
microbiota sao informacdes importantes para avaliar o potencial de biorremediacdo de
um solo, assim, com base nos resultados obtidos até o momento, acredita-se no
potencial do bioprocesso para remedicao do solo estudado, impulsionando, assim, a

busca de outras alternativas de processo para a melhoria da biorremediagao.
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4.3. Experimentos de Biorremediacio de misturas de solo contaminado e nao
contaminado

Durante os testes foi observada uma varia¢ao de temperatura entre 20°C e 21°C
(INPE, 2011), para a temperatura ambiente que foi assumida como idéntica a do solo
dada a sua granulometria € o tempo dos experimentos. A pequena variacdo de
temperatura justifica em fungdo do fato da realizacao dos testes ter ocorrido na estacao
da primavera, sem a incidéncia de passagem de frentes frias na cidade do Rio de
Janeiro. O processo de degradagdo nao foi dificultado, em fungdo da atividade
metabolica dos micro-organismos mesofilos (MOHAMED et al., 2006).

A umidade dos solos nos reatores foi mantida numa faixa entre 14,02 a 16,37% ¢
o processo de correcao da umidade garantiu o fornecimento de dgua a microbiota. Esta
faixa de umidade estava inserida na faixa ideal de biodegradacdo de hidrocarbonetos do
petrdleo, isto ¢, de 15-20% (KOTER; WHITE & KELSEY, 2001).

A Figura 12 apresenta a evolugdao do pH e da remog¢ao dos HTP durante os 90

dias de processo. Foi assumido que no inicio, tempo zero, a remogao foi desprezivel.

pH
o
o

Remogao do HTP (%)

60 | .
0 ‘ ;

o 17 27
Percentual (m/m) de solo contaminado no solo ndo contaminado

Figura 12. Valores de pH e biodegradacdo dos Hidrocarbonetos totais de petrdleo
(HTP) em MO dias ¢ W90 dias
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Nota-se que o pH dos solos esteve ao longo do processo dentro da faixa entre 6,0
e 8,0, considerada favoravel ao seu crescimento quando a biodegradacdo tende a ser
mais rapida (ATLAS, 1989; ALEXANDER, 1999), porém permanecendo na faixa
levemente 4cida a neutra, que ¢ considerada como 6timo para este tipo de bioprocesso
(FRANCA et al., 2004). A oxidacdo microbiana das fragdes leves e pesadas do oleo
produzem diversos tipos de acidos organicos, principalmente aqueles derivados de
hidrocarbonetos leves, que reduzem o pH do solo e revelam evidéncias de uma
microbiota metabolicamente ativa (WATSON et al., 2002).

Verifica-se, ainda, que, no periodo monitorado, a biodegradagdo dos
hidrocarbonetos variou entre 62 e 88%, sendo os valores maximos encontrados nos
testes conduzidos nas relacdes de 9 ¢ 17% de massa de solo contaminado ¢ solo nao
contaminado.

No entanto, ¢ importante salientar que, as concentragdes iniciais de HTP nos
reatores cresceram com o aumento da massa de solo contaminado incorporada. Assim, a
remo¢dao de HTP em massa por kg de solo, foi maior nos testes conduzidos na
propor¢ao de 27%. De forma geral, a massa de HTP removida foi proporcional a
concentragdo inicial de HTP na faixa de concentracdes estudadas.

Elliott & Elliott (2007), afirmam que altas concentragdes de substrato saturam as
enzimas limitando a atividade catalitica e consequentemente limitando a degradacao.
Assim, acredita-se que nas condigdes de 9, 17 e 27% de massa de solo contaminado em
relagdo ao solo ndo contaminado ndo se alcangou concentragdes de hidrocarbonetos
toxicas as células.

A Figura 13 apresenta o cromatograma do extrato organico do solo nos testes de
biorremediacdo conduzidos na mistura a 17% de relagdo entre a massa de solo

contaminado e ndo contaminado. Pode-se verificar a auséncia quase que completa de
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picos definidos, indicando a biodegradagdo quase total dos hidrocarbonetos alifaticos na
faixa n-C;¢ a n-C;¢, monitorada.

O perfil cromatografico indica ainda a remanescéncia de hidrocarbonetos na
faixa dos lubrificantes, ou seja, aqueles de maior massa molecular, corroborando as
alegagoes de Alexander (1999) que reporta que estes compostos tém sua biodegradacgdo
preterida quando comparada aos compostos de baixa e média massa molecular, dado
aos critérios de solubilidade em 4gua, determinantes para a biodisponibilidade, e

consequentemente a biodegradagao.
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Figura 13. Cromatograma obtido do extrato do solo com 90 dias de processo, usando-se

17% de solo contaminado em relacao a solo nao contaminado.

Os perfis de crescimento dos grupos microbianos monitorados estdo
apresentados nas Figuras 14 a 16.

A andlise do perfil de concentragdo das BAE, Figura 14, permite verificar que
este grupo microbiano apresentou o seu ponto de concentracdo maxima em,
aproximadamente, 30 e 45 dias de processo, de aproximadamente, 10'° Cels.g™" de solo,

independente da concentracdo inicial de hidrocarbonetos. Durante os 90 dias de
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monitoramento, foi verificado que, somente, no teste conduzido na proporcao de 17%
houve reducdo da concentracio de bactérias aerdbias heterotroficas. Este
comportamento pode estar relacionado com desvios nas medi¢gdes ou redugcdo da
disponibilidade da fonte de carbono neste reator, dada os resultados de maxima

biodegradacao ja apresentados.
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Figura 14. Evolucdo das concentragdes de bactérias aerobias heterotroficas nos

experimentos contendo diferentes teores de solo contaminado (M 9%, B 17% ¢ W 27%)
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Figura 15. Evolugao das concentragdes de bactérias anaerobias heterotroficas nos

experimentos contendo diferentes teores de solo contaminado (M 9%, B 17% ¢ W 27%)
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Figura 16. Evolu¢ao das concentragdes de fungos nos experimentos contendo

diferentes teores de solo contaminado (M 9%, B 17% ¢ W 27% )

Cabe destacar que, os reatores passaram pela técnica de bioaumento e, para
tanto, foi utilizada como fonte de micro-organismo a dgua da Baia de Guanabara - um
recurso natural com historico de contaminagao por petroleo e derivados de petroleo e
que pode conter linhagens bacterianas adaptadas a esta classe de contaminantes
(OLIVEIRA, 2001).

A andlise do perfil de concentragao das BAN, Figura 15, permite verificar que a
populagdo de BAE apresentou o seu ponto de méximo em, aproximadamente, 60 dias de
processo, aproximadamente, 10° Cels.g” de solo. Isto foi observado independente da
concentracdo inicial de hidrocarbonetos. Durante os 90 dias de monitoramento nao
foram verificadas alteragdes na concentracdo de bactérias anaerdbias heterotréficas.
Este comportamento foi interpretado como efeito do bioaumento com microbiota
adaptada aos contaminantes.

Os Fungos tiveram a maxima taxa de crescimento em 30 dias de processo,
quando a concentragdo deste grupo de micro-organismos aumentou significativamente
em 15 dias, ndo sendo observadas alteragdes nos valores de concentragdo apds este

periodo de tempo, e a concentra¢io permaneceu na ordem de 10> U.F.C.g™".
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A capacidade dos fungos, especialmente dos fungos filamentosos em
biodegradar contaminantes organicos ¢ bastante reconhecida na literatura, utilizada ao
longo do tempo em processos de tratamento bioldgico de efluentes liquidos e de residuo
solidos (SHUTERLAND, 1992; COLLA et al., 2008). Considerando este potencial,
pode-se relacionar os resultados de biodegradacdo encontrados com a alta populagdo de
fungos metabolicamente ativos. Cabe destacar ainda, que em estudos recentes
realizados, as concentracdes maximas de fungos nos solos sio, aproximadamente, 10’
U.F.C.g"'. Sabe-se que a biorremediagdo de solos contaminados por hidrocarbonetos
ndo ¢ somente influenciada pela quantidade de micro-organismos, mas, sobretudo, pela
habilidade das linhagens em biodegradar estes contaminantes. O aumento na
concentragdo de fungos observado ¢ indicativo de alto potencial de biodegradacao,
especialmente de HPA (ATAGANA, 2004), e apontam para a necessidade de investigar
a biodiversidade destes solos.

De fato, a concentragdo dos HPAs nos solos dos reatores que operaram com 9,
17 e 27% (m/m) de solo contaminado em relacdo ao solo ndao contaminado
apresentaram teores de HPA abaixo do limite de deteccio, 17 pg.kg”, indicando que a
taxa de remoc¢ao para o Antraceno e o Fenantreno, em 90 dias, foram, respectivamente,
de 1,1 ¢ 0,2 mgkg'.dia™.

Sayles et al. (1999) avaliaram a degrada¢do de HPA em landfarming em escala
piloto. A concentracao de HPA total variou de 2.800 mg.kg'1 (inicio) para 1.160 mg.kg'1
(final) em 175 dias, equivalente a uma produtividade de 9,37 mg.kg'l.dia'l. A avaliacdo
toxicoldgica feita pelos autores indicou significativa reducdo do carater carcinogénico e
mutagénico no solo tratado. Por outro lado Picado et al. (2001) estudaram o tratamento
de residuo de coque pelo processo de landfarming contendo alta concentragdo de HPA

(1.140 mg.kg™), e apds 3 meses obtiveram 63% de degradacio, sendo mais acentuada
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para os compostos com 2 e 3 anéis benzénicos. Atagana (2004) viabilizou o tratamento
de solo contaminado com creosoto (derivado do processamento do alcatrdo de hulha)
pelo processo de landfarming numa area contendo alta concentragdo de HPA (1.229,9
mg.kg?), e apés um periodo de 10 meses observou a reducdo de HPA para 92,4 mg.kg
! equivalente a uma taxa de 3,79 mgkg"'.dia”, sendo mais acentuada para HPA
contendo 2 e 3 anéis benzénicos, embora os compostos com 4 ¢ 5 anéis foram 81,5%
degradados. Finalmente Silva (2009) avaliou o tratamento de residuos oleosos pelo
processamento de landfarming e o teor de HTP decresceu 89,6% no solo tratado com
uma produtividade média de degradacio de 25,8 mgkg'.dia”!, enquanto que o solo
controle apresentou 22,4% de degradacdo (6,5 mg.kg"'.dia™) e a concentragdo de HPA
reduziu em 88,7% (0,13 mg.kg".dia™).

Assim, os resultados encontrados de remocdo de HPA sdo comparaveis aos

reportados na literatura, e indicam os excelentes desempenhos das estratégias de

biorremediacdo aqui propostas para o solo e contaminante estudado.
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CAPITULO 5. CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 Conclusoes
A andlise dos resultados obtidos para ambos os experimentos permite chegar a

algumas conclusoes, abaixo listadas:

e O emprego do tratamento por biorremediagdo, usando a técnica de bioaumento, foi

eficiente para remocao de hidrocarbonetos no solo.

¢ O solo contaminado, na forma em que foi coletado, também aqui denominado in
natura, teve remog¢ao de 62% dos hidrocarbonetos totais de petroleo (HTP), nas
condigdes experimentais utilizadas, remanescendo compostos na faixa de
lubrificantes, mais recalcitrantes, provavelmente devido a alta concentracdao destes

contaminantes.

e Quando se trabalhou com misturas de solo contaminado e solo nao contaminado,
verificou-se que a reducdo da quantidade de HTP nos solos foi proporcional a

quantidade de HTP no inicio dos testes.

e Nos testes executados com o solo contaminado in natura houve remogao de,

aproximadamente, 16% na concentracao total dos 16 HPA monitorados.

e Nas condicdes experimentais de mistura entre solo contaminado e solo nao

contaminado a 9, 17 e a 27% houve 100% de remog¢ao dos 16 HPA monitorados.
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e Os bioaumentos realizados podem ter causado o aumento na quantidade de células
microbianas capazes de biodegradar hidrocarbonetos nos solos, que em consodrcio
com a microbiota nativa, pode ter favorecido a remog¢do dos compostos organicos do

petroleo.

e (Considerando o tempo de tratamento e a concentragdo inicial dos contaminantes
pode-se dizer que os resultados foram promissores. Os teores de HTP e HPA
obtidos do solo estiveram abaixo dos limites de intervengdo preconizados pela
Legislagdao Brasileira, uma das mais restritivas do mundo. Entretanto, apesar de se
ter obtido, ao longo do processo, resultados satisfatorios, ndo € possivel afirmar que
as concentragdes remanescentes dos contaminantes ndo sao toxicas, por nao terem

sido feitos testes eco-toxicologicos.

5.2 Sugestoes
Abaixo, encontra-se uma lista de sugestdes para experimentos futuros, a fim de

incrementar o entendimento do tema abordado nesta dissertagao:

Realizar ensaios para verificar a toxicidade dos solos biorremediados.

e Realizar testes sem adicdo de microbiota exdgena, para verificar o potencial da

microbiota nativa do solo Angolano na biodegradacao de hidrocarbonetos.

e Identificar as variagdes das populagdes das linhagens predominantes de fungos e

bactérias presentes no solo estudado.

e Realizar testes de bioestimulo com fontes alternativas de N e P, de baixo custo,

considerando o mercado Angolano.
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